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(57) Данное изобретение относится к белковым молекулам, которые специфически связываются с
CD123, которые могут иметь по меньшей мере один гуманизированный или человеческий CD123-
связывающий домен. Такие молекулы полезны для лечения рака. Молекула белка, связывающаяся
с CD123, может иметь второй связывающий домен, который связывается с другой мишенью.
В одном варианте осуществления молекулы мультиспецифических полипептидов связывают как
клетки, экспрессирующие CD123, так и Т-клеточный рецепторный комплекс на Т-клетках, чтобы
индуцировать зависимую от мишени цитотоксичность, активацию и пролиферацию Т-клеток.
Данное изобретение также обеспечивает фармацевтические композиции, содержащие указанные
молекулы полипептида, связывающего CD123, молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующие эти
полипептиды, и способы получения этих молекул.
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Данная заявка заявляет приоритет и преимущество предварительной заявки на патент США № 

62/397736, поданной 21 сентября 2016 г., и предварительной заявки на патент США № 62/466192, подан-

ной 2 марта 2017 г. Содержание каждой из указанных заявок включено в данный документ посредством 

ссылки во всей их полноте. 

Описание текстового файла, поданного в электронном виде 

Содержимое текстового файла, поданного с данным документом в электронной форме, полностью 

включено в данный документ посредством ссылки: Копия Списка Последовательностей в машиночитае-

мом формате (имя файла: 

APVO_054_03WO_SeqList_ST25.txt; дата записи: 21 сентября 2017 г.; размер файла 257861 байт). 

Область техники 

Данное раскрытие относится к молекулам, которые специфически связываются с CD123, которые 

могут иметь по меньшей мере один гуманизированный CD123-связывающий домен. Эти молекулы по-

лезны для характеризации или лечения расстройств, характеризующихся сверхэкспрессией CD123, таких 

как рак. Терапевтический белок, связывающийся с CD123 может быть моноспецифическим терапевтиче-

ским белком или мультиспецифическим терапевтическим белком. Мультиспецифический терапевтиче-

ский белок может связывать как экспрессирующие CD123 клетки, так и Т-клеточный рецепторный ком-

плекс на Т-клетках, чтобы индуцировать зависимую от мишени Т-клеточную цитотоксичность, актива-

цию и пролиферацию. 

Уровень техники 

CD123 также известен как альфа-цепь человеческого рецептора интерлейкина-3 (ИЛ-3). CD123 яв-

ляется трансмембранным гликопротеином 1-го типа и является членом суперсемейства цитокиновых 

рецепторов. Рецептор интерлейкина-3 представляет собой гетеродимер, образованный CD123 и бета-

цепью (CD131). ИЛ-3 связывается с CD123, а передача сигнала обеспечивается CD131. ИЛ-3 регулирует 

функцию и продукцию кроветворных и иммунных клеток и стимулирует пролиферацию эндотелиальных 

клеток (Testa et al., Biomark Res. 2: 4 (2014)). 

CD123 сверхэкспрессируется при многих гематологических злокачественных новообразованиях, 

включая подгруппу острого миелоидного лейкоза (ОМЛ), новообразований из бластных плазмоцитоид-

ных дендритных клеток (ОБПДК) и волосатоклеточного лейкоза. Id. В то время как большинство паци-

ентов с ОМЛ хорошо реагируют на начальную терапию, у большинства пациентов с ОМЛ в конечном 

итоге диагностируют рецидив или рефрактерную болезнь (Ramos et al., J. Clin. Med. 4:665-695 (2015)). 

Существует потребность в молекулах, нацеленных на CD123, с повышенной эффективностью и потент-

ностью и сниженными побочными эффектами, которые могут быть использованы для лечения рас-

стройств, связанных с нарушением регуляции CD123. 

Сущность изобретения 

В некоторых вариантах осуществления изобретение относится к рекомбинантному полипептиду, 

содержащему CD123-связывающий домен, причем CD123-связывающий домен включает (i) вариабель-

ную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную 

область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую HCDR1, HCDR2 и HCDR3, при этом LCDR1 со-

держит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 6, или последовательность, 

которая отличается от SEQ ID NO: 6 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; LCDR2 содержит 

аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 8, или последовательность, которая 

отличается от SEQ ID NO: 8 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; LCDR3 содержит амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 10, или последовательность, которая от-

личается от SEQ ID NO: 10 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; HCDR1 содержит амино-

кислотную последовательность, указанную в SEQ ID NO: 12, или последовательность, которая отличает-

ся от SEQ ID NO: 12 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; HCDR2 содержит аминокислот-

ную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, или последовательность, которая отличается 

от SEQ ID NO: 14 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; и HCDR3 содержит аминокислот-

ную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16, или последовательность, которая отличается 

от SEQ ID NO: 16 по меньшей мере одной аминокислотной заменой. Например, данное раскрытие охва-

тывает рекомбинантный полипептид, содержащий CD123-связывающий домен, причем CD123-

связывающий домен содержит (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую 

LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина содержащую 

HCDR1, HCDR2 и HCDR3, причем LCDR1 содержит аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 6, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 6 одной или двумя 

аминокислотными заменами; LCDR2 содержит аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 8, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 8 одной или двумя аминокис-

лотными заменами; LCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 10, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 10 одной или двумя аминокислот-

ными заменами; HCDR1 содержит аминокислотную последовательность, указанную в SEQ ID NO: 12, 

или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 12 одной или двумя аминокислотными за-

менами; HCDR2 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, или 
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последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 14 одной или двумя аминокислотными замена-

ми; и HCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16, или 

последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 16 одной или двумя аминокислотными замена-

ми. Данное изобретение включает рекомбинантный полипептид с CD-123-связывающим доменом, кото-

рый включает: (а) аминокислотную последовательность, LCDR1, представленную в SEQ ID NO: 6; (b) 

аминокислотную последовательность LCDR2, представленную в SEQ ID NO: 8; (с) аминокислотную по-

следовательность LCDR3, представленную в SEQ ID NO: 10; (d) аминокислотную последовательность 

HCDR1, представленную в SEQ ID NO: 12; (е) аминокислотную последовательность HCDR2, представ-

ленную в SEQ ID NO: 14; и (f) аминокислотную последовательность HCDR3, представленную в SEQ ID 

NO: 16. Рекомбинантный полипептид, который связывает CD123, может содержать (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина, содержащую аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 88%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 97%, при по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2; и (ii) вариабельную область тяжелой цепи 

иммуноглобулина, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 

по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, 

по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 4. Например, данное изобретение включает рекомбинантный полипептид 

по п.1, в котором CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуног-

лобулина, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 2; и (ii) вариабельную область 

тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 4. 

В другом варианте осуществления данное изобретение включает рекомбинантный полипептид, свя-

зывающий CD123, содержащий CD123-связывающий домен, причем указанный связывающий домен 

содержит вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую LCDR1, LCDR2, LCDR3 и 

вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую HCDR1, HCDR2 и HCDR3 и при-

чем (i) (a) HCDR1 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 28, 

или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 28 по меньшей мере одной аминокислотной 

заменой; (b) HCDR2 содержит аминокислотную последовательность, указанную в SEQ ID NO: 30, или 

последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 30, по меньшей мере, одной аминокислотной 

заменой; и (с) HCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 32, 

или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 32 по меньшей мере одной аминокислотной 

заменой; или (ii) (a) HCDR1 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 36, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 36 по меньшей мере одной амино-

кислотной заменой; (b) HCDR2 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ 

ID NO: 38, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 38, по меньшей мере, одной ами-

нокислотной заменой; и (с) HCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 40, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 40, по меньшей мере, одной 

аминокислотной заменой; или (iii) (a) HCDR1 содержит аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 44, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 44 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (b) HCDR2 включает амино кислотная последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 46, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 46 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (с) HCDR3 содержит аминокислотную последовательность, 

представленную в SEQ ID NO: 48, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 48 по 

меньшей мере одной аминокислотной заменой; или (iv) (a) HCDR1 содержит аминокислотную последо-

вательность, указанную в SEQ ID NO: 100, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 

100 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; (b) HCDR2 содержит аминокислотную последова-

тельность, представленную в SEQ ID NO: 102, или последовательность, которая отличается от SEQ ID 

NO: 102 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; и (с) HCDR3 содержит аминокислотную по-

следовательность, представленную в SEQ ID NO: 104, или последовательность, которая отличается от 

SEQ ID NO: 104 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; или (v) (a) HCDR1 содержит амино-

кислотную последовательность, указанную в SEQ ID NO: 108, или последовательность, которая отлича-

ется от SEQ ID NO: 108 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; (b) HCDR2 содержит амино-

кислоту кислотная последовательность, представленную в SEQ ID NO: 110, или последовательность, 

которая отличается от SEQ ID NO: 110 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; и (с) HCDR3 

содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 112, или последователь-

ность, которая отличается от SEQ ID NO: 112 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; или (vi) 

(a) HCDR1 содержит аминокислотную последовательность, указанную в SEQ ID NO: 116, или последо-

вательность, которая отличается от SEQ ID NO: 116 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; 

(b) HCDR2 включает амино кислотная последовательность, представленную в SEQ ID NO: 118, или по-

следовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 118 по меньшей мере одной аминокислотной заме-

ной; и (с) HCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 120, 

или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 120 по меньшей мере, одной аминокислот-
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ной заменой; или (vii) (a) HCDR1 содержит аминокислотную последовательность, указанную в SEQ ID 

NO: 124, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 124 по меньшей мере одной амино-

кислотной заменой; (b) HCDR2 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ 

ID NO: 126, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 126 по меньшей мере одной 

аминокислотной заменой; и (с) HCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную 

в SEQ ID NO: 128, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 128 по меньшей мере од-

ной аминокислотной заменой. Данное изобретение включает рекомбинантные полипептиды, содержащие 

вариабельную область тяжелой цепи, как определено в (i)-(vii), и вариабельную область легкой цепи, 

содержащую: (a) LCDR1, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 22, или последовательность которая отличается от SEQ ID NO: 22 по меньшей мере одной амино-

кислотной заменой; (b) LCDR2, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 24, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 24 по меньшей мере одной 

аминокислотной заменой; и (с) LCDR3 содержащщую аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 26, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 26 по крайней ме-

ре одной аминокислотной заменой. Например, данное изобретение включает рекомбинантный полипеп-

тид, содержащий вариабельную область легкой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере на 88%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере 

на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична ами-

нокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, и вариабельную область тяжелой 

цепи, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей 

мере на 90%, по меньшей мере на 92%, при по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по мень-

шей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, пред-

ставленной в SEQ ID NO: 20, 34, 42, 98, 106, 114 или 122. 

В некоторых вариантах осуществления рекомбинантный полипептид, связывающий CD123, содер-

жит (a) LCDR1, которая имеет аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 54, 

или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 54 по меньшей мере одной аминокислотной 

заменой; (b) LCDR2, которая имеет аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 

56, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 56 по меньшей мере одной аминокислот-

ной заменой; (с) LCDR3, которая имеет аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 58, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 58 по меньшей мере одной амино-

кислотной заменой; (d) HCDR1, которая имеет аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 60, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 60 по меньшей мере одной 

аминокислотной заменой; (е) HCDR2, которая имеет аминокислотную последовательность, представлен-

ную в SEQ ID NO: 61, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 61 по меньшей мере 

одной аминокислотной заменой; и (f) HCDR3, которая имеет аминокислотную последовательность, 

представленную в SEQ ID NO: 62, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 62 по 

меньшей мере одной аминокислотной заменой. Например, данное изобретение включает рекомбинант-

ный полипептид, содержащий CD123-связывающий домен, причем (i) вариабельная область легкой цепи 

иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 88%, по 

меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по 

меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 50; и (ii) вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по 

меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или 

по меньшей мере на 99% идентичена аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 52. 

В другом варианте осуществления рекомбинантный полипептид, содержащий CD123-связывающий 

домен, содержит: (a) LCDR1, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в SEQ 

ID NO: 70, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 70 по меньшей мере одной ами-

нокислотной заменой; (b) LCDR2, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 72, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 72 по меньшей мере одной 

аминокислотной заменой; (с) LCDR3, содержащую аминокислотную последовательность, представлен-

ную в SEQ ID NO: 74, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 74 по меньшей мере 

одной аминокислотной заменой; (d) HCDR1, содержащую аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 76, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 76 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (е) HCDR2, содержащую аминокислотную последовательность, 

представленную в SEQ ID NO: 78, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 78 по 

меньшей мере одной аминокислотной заменой; и (f) HCDR3, содержащую аминокислотную последова-

тельность, представленную в SEQ ID NO: 80, или последовательность, которая отличается от SEQ ID 

NO: 80 по меньшей мере одной аминокислотной заменой. Например, данное изобретение включает ре-

комбинантный полипептид, содержащий вариабельные области, указанные в SEQ ID NO: 66 и 68. 

В некоторых вариантах осуществления указанный рекомбинантный полипептид содержит: (a) 
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LCDR1, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 86, или по-

следовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 86 по меньшей мере одной аминокислотной заме-

ной; (b) LCDR2, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 88, 

или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 88 по меньшей мере одной аминокислотной 

заменой; (с) LCDR3, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 

90, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 90, по меньшей мере одной аминокис-

лотной заменой; (d) HCDR1, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в SEQ 

ID NO: 92, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 92 по меньшей мере одной ами-

нокислотной заменой; (е) HCDR2, содержащую аминокислотную последовательность, представленную в 

SEQ ID NO: 94, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 94 по меньшей мере одной 

аминокислотной заменой; и (f) HCDR3, содержащую аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 96, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 96 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой. Например, данное изобретение включает полипептид, содержащий 

вариабельные домены, представленные в SEQ ID NO: 82 и 84. 

(ii) вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащая аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по 

меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 84. 

Полипептиды по данному изобретению специфически связываются с CD123 человека. В опреде-

ленных вариантах осуществления полипептиды связываются с CD123 примата, отличного от человека. В 

дополнительных вариантах осуществления указанные полипептиды связываются с CD123 яванского ма-

кака. Данное изобретение включает полипептид, связывающий CD123, содержащий человеческий 

CD123-связывающий домен, и полипептид, связывающий CD123, содержащий гуманизированный 

CD123-связывающий домен. В одном варианте осуществления CD123-связывающий домен представляет 

собой одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv). 

Рекомбинантные полипептиды по данному изобретению включают в себя биспецифические поли-

пептиды, содержащие второй связывающий домен. В одном варианте осуществления второй связываю-

щий домен связывает Т-клетку, CD3, CD3ε или Т-клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компо-

нент Т-клеточного рецепторного (ТКР) комплекса со специфичностью. Например, данное изобретение 

включает рекомбинантные CD123-связывающие полипептиды, содержащие CD3-связывающий scFv. 

Данное изобретение включает в себя объединение любого из раскрытых scFv, связывающихся с CD123, с 

раскрытым scFv, связывающим CD3. В одном варианте осуществления полипептид состоит из: (i) 

CD123-связывающего домена, (ii) шарнирной области, (iii) константной области иммуноглобулина, (iv) 

карбокси-терминального линкера и (v) второго связывающего домена. Например, данное изобретение 

включает рекомбинантный полипептид, содержащий по порядку от амино до карбоксильного конца: (i) 

CD123-связывающий домен, (ii) шарнирную область, (iii) константную область иммуноглобулина, (iv) 

карбокситерминальный линкер и (v) второй связывающий домен. 

В одном варианте осуществления изобретения биспецифические полипептиды, содержащие CD123-

связывающий домен и CD3-связывающий домен, содержат модифицированную константную область 

иммуноглобулина, сконструированную для проявления минимальной активности антителозависимой 

клеточно-опосредованной цитотоксичности (АЗКЦ/ADCC-antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) 

и/или комплемент- зависимой цитотоксичности (CDC - complement-dependent cytotoxicity). В одном ва-

рианте осуществления изобретения CD3-связывающий домен получен из моноклонального антитела, 

выбранного из CRIS-7, HuM291 и I2C. 

В определенных вариантах осуществления изобретения полипептид, связывающий CD123 включа-

ет: (i) аминокислотную последовательность по меньшей мере примерно на 93% идентичную, по меньшей 

мере примерно на 95% идентичную по меньшей мере примерно на 97% идентичную, по меньшей мере 

примерно на 98% идентичную или по меньшей мере примерно на 99% идентичную аминокислотной по-

следовательности SEQ ID NO: 130; (ii) аминокислотную последовательность по меньшей мере примерно 

на 93% идентичную, по меньшей мере примерно на 95% идентичную, по меньшей мере примерно на 

97% идентичную, по меньшей мере примерно на 98% идентичную или по меньшей мере примерно на 

99% идентичную аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 132; (iii) аминокислотную последо-

вательность по меньшей мере примерно на 93% идентичную, по меньшей мере примерно на 95% иден-

тичную, по меньшей мере примерно на 97% идентичную, по меньшей мере примерно на 98% идентич-

ную или по меньшей мере примерно на 99% идентичную аминокислотной последовательности SEQ ID 

NO: 134; (iv) аминокислотную последовательность по меньшей мере примерно на 93% идентичную, по 

меньшей мере примерно на 95% идентичную, по меньшей мере примерно на 97% идентичную, по мень-

шей мере примерно на 98% идентичную или по меньшей мере примерно на 99% идентичную аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 136; (v) аминокислотную последовательность по меньшей мере 

примерно на 93% идентичную, по меньшей мере примерно на 95% идентичную, по меньшей мере при-

мерно на 97% идентичную, по меньшей мере примерно на 98% идентичную или по меньшей мере при-

мерно на 99% идентичную аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 138; (vi) аминокислотную 
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последовательность по меньшей мере примерно на 93% идентичную, по меньшей мере примерно на 95% 

идентичную, по меньшей мере примерно на 97% идентичную, по меньшей мере примерно на 98% иден-

тичную или по меньшей мере примерно на 99% идентичную аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 140; (vii) аминокислотную последовательность по меньшей мере примерно на 93% идентичную, 

по меньшей мере примерно на 95% идентичную, по меньшей мере примерно на 97% идентичную, по 

меньшей мере примерно на 98% идентичную или по меньшей мере примерно на 99% идентичную ами-

нокислотной последовательности SEQ ID NO: 142; (viii) аминокислотную последовательность по мень-

шей мере примерно на 93% идентичную, по меньшей мере примерно на 95% идентичную, по меньшей 

мере примерно на 97% идентичную, по меньшей мере примерно на 98% идентичную или по меньшей 

мере примерно на 99% идентичную аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 144; (iv) амино-

кислотную последовательность по меньшей мере примерно на 93% идентичную, по меньшей мере при-

мерно на 95% идентичную, по меньшей мере примерно на 97% идентичную, по меньшей мере примерно 

на 98% идентичную или по меньшей мере примерно на 99% идентичную аминокислотной последова-

тельности SEQ ID NO: 146; (х) аминокислотную последовательность по меньшей мере примерно на 93% 

идентичную по меньшей мере примерно на 95% идентичную, по меньшей мере примерно на 97% иден-

тичную, по меньшей мере примерно на 98% идентичную или по меньшей мере примерно на 99% иден-

тичную аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 148; (xi) аминокислотную последовательность 

по меньшей мере примерно на 93% идентичную по меньшей мере примерно на 95% идентичную, по 

меньшей мере примерно на 97% идентичную, по меньшей мере, примерно на 98% идентичную или по 

меньшей мере примерно на 99% идентичную аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 150; (xii) 

аминокислотную последовательность, по меньшей мере, примерно на 93% идентичную, по меньшей ме-

ре, примерно на 95% идентичную, по меньшей мере, примерно на 97% идентичную, по меньшей мере, 

примерно на 98% идентичную или, по меньшей мере, примерно на 99% идентичную аминокислотной 

последовательности SEQ ID NO: 152; (xiii) аминокислотную последовательность, по меньшей мере, при-

мерно, на 93% идентичную, по меньшей мере, примерно, на 95% идентичную, по меньшей мере, при-

мерно, на 97% идентичную, по меньшей мере, примерно, на 98% идентичную или, по меньшей мере, 

примерно, на 99% идентичную аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 154; или (xiv) амино-

кислотную последовательность по меньшей мере примерно на 93% идентичную, по меньшей мере при-

мерно на 95%, идентичную по меньшей мере примерно на 97%, идентичную по меньшей мере примерно 

на 98%, идентичную или по меньшей мере примерно на 99% идентичную аминокислотной последова-

тельности SEQ ID NO: 156. 

В одном варианте осуществления изобретения рекомбинантный полипептид индуцирует перена-

правленную цитотоксичность Т-клеток (RTCC - redirected T-cell cytotoxicity). В некоторых вариантах 

осуществления указанный рекомбинантный полипептид индуцирует активацию Т-клеток или пролифе-

рацию Т-клеток. В некоторых вариантах осуществления указанный полипептид индуцирует Т-клеточно-

зависимый лизис клеток, экспрессирующих CD123. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения биспецифический полипептид, содержащий 

CD123-связывающий домен и CD3-связывающий домен при связывании с белком CD3 на Т-клетке, ин-

дуцирует пониженное высвобождение цитокинов из указанной Т-клетки по сравнению с контролем с 

антителом ОКТ3. В некоторых вариантах осуществления изобретения биспецифический полипептид, 

содержащий CD123-связывающий домен и CD3-связывающий домен, полученный из CRIS-7, индуциру-

ет пониженное высвобождение цитокинов из указанной Т-клетки по сравнению с биспецификом, содер-

жащим CD3-связывающий домен, происходящий от ОКТ3 или I2C. В определенных вариантах осущест-

вления изобретения биспецифический полипептид содержит CD123-связывающий домен (например, 

CD123-связывающий домен, содержащий аминокислотную последовательность по меньшей мере на 

93%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 

98%, по меньшей мере на 99 или 100% идентичную SEQ ID NO: 2 и/или SEQ ID NO: 4) и CD3-

связывающий домен, полученный из CRIS-7, и в формате scFv-Fc-scFv, вызывающий уменьшение вы-

свобождения цитокинов у людей или приматов, отличных от человека, по сравнению с би-

специфическим полипептидом, содержащим CD123-связывающий домен и CD3-связывающий домен, 

полученный из 12С, в формате scFv-scFv или диатела. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения биспецифический полипептид, содержащий 

CD123-связывающий домен и CD3-связывающий домен, например рекомбинантный полипептид, содер-

жащий аминокислотную последовательность по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98%, по меньшей мере на 99 или на 

100%, идентичные SEQ ID NO: 130 или SEQ ID NO: 132), индуцирует пониженное высвобождение цито-

кинов у примата, отличного от человека, или человека, по сравнению с MGD006 или TRI168. В одном 

варианте осуществления изобретения рекомбинантный полипептид, содержащий аминокислотную по-

следовательность по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96%, по 

меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98%, по меньшей мере на 99 или 100% идентичную SEQ ID 

NO: 130 или SEQ ID NO: 132, индуцирует пониженные уровни ИФНγ, ИЛ-2, ФНОα и/или ИЛ-10 по 

сравнению с MGD006 или TRI168. 



047733 

- 6 - 

Данное раскрытие охватывает изолированную молекулу нуклеиновой кислоты, кодирующую поли-

пептид, связывающий CD123, описанный в данном документе, или часть указанного полипептида, свя-

зывающего CD123. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты может содержать нуклеотидную после-

довательность, представленную в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID 

NO: 33, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 81, 

SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 129, 

SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, 

SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153 

или SEQ ID NO: 155. 

Данное раскрытие относится к экспрессионному вектору, содержащему сегмент нуклеиновой ки-

слоты, кодирующий полипептид, связывающий CD123, описанный в данном документе, причем указан-

ный сегмент нуклеиновой кислоты функционально связан с регуляторными последовательностями, под-

ходящими для экспрессии указанного сегмента нуклеиновой кислоты в клетке-хозяине. Указанный сег-

мент нуклеиновой кислоты указанного экспрессионного вектора может содержать нуклеотидную после-

довательность, представленную в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID 

NO: 33, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 81, 

SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 129, 

SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, 

SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153 

или SEQ ID NO: 155. 

Данное раскрытие включает в себя рекомбинантную клетку-хозяин, содержащую вектор экспрес-

сии, описанный в данном документе. 

Данное раскрытие относится к способу получения полипептида, связывающего CD123, причем спо-

соб включает культивирование рекомбинантной клетки-хозяина, содержащей вектор экспрессии, опи-

санный в данном документе, в условиях, в которых экспрессируется сегмент нуклеиновой кислоты век-

тора, в результате чего получается полипептид, связывающий CD123. Способ может дополнительно 

включать выделение полипептида, связывающего CD123. 

В некоторых вариантах осуществления данное раскрытие относится к фармацевтической компози-

ции, содержащей полипептид, связывающий CD123, описанный в данном документе, и фармацевтически 

приемлемый носитель, разбавитель или наполнитель. Фармацевтическая композиция может быть состав-

лена в виде лекарственной формы, выбранной из группы, состоящей из единичная форма дозы для перо-

рального введения, единичная форма дозы для внутривенного введения, единичная форма дозы для ин-

траназального введения, единичная форма дозы для суппозиториев, единичная форма дозы для внутри-

кожного введения, единичная форма дозы для внутримышечного введения, единичная форма дозы для 

внутрибрюшинного введения, единичная форма дозы для подкожного введения, единичная форма дозы 

для эпидурального введения, единичная форма дозы для сублингвального введения и единичная форма 

дозы для внутримозгового введения. Фармацевтическая композиция, составленная в виде пероральной 

единичной формы дозы, может быть выбрана из группы, состоящей из таблеток, пилюль, пеллетов, кап-

сул, порошков, пастилок, гранул, растворов, суспензий, эмульсий, сиропов, эликсиров, составов с замед-

ленным высвобождением, аэрозолей, и спреев. 

Данное изобретение также относится к способу индукции перенаправленной цитотоксичности Т-

клеток (RTCC) в отношении клетки, экспрессирующей CD123, причем этот способ включает контакти-

рование указанной клетки, экспрессирующей CD123, с полипептидом, связывающим CD123, описанным 

в данном документе, причем второй связывающий домен специфически связывает Т-клетку, CD3, CD3ε 

или Т-клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компонент Т-клеточного рецепторного комплекса; и 

причем указанное контактирование происходит в условиях, при которых индуцируется RTCC против 

CD123-экспрессирующей клетки. 

Данное раскрытие относится к способу индуцирования Т-клеточно-зависимого лизиса клетки, экс-

прессирующей CD123, причем способ включает контактирование указанной клетки, экспрессирующей 

CD123, с полипептидом, связывающим CD123 или CD123-связывающим белком, описанным в данном 

документе, причем второй связывающий домен специфически связывает Т-клетку, CD3, CD3ε или Т-

клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компонент Т-клеточного рецепторного комплекса; и при-

чем указанное контактирование происходит в условиях, при которых индуцируется Т-клеточно зависи-

мый лизис клетки, экспрессирующей CD123. 

Данное раскрытие относится к способу лечения расстройства (например, рака) у субъекта, причем 

указанное расстройство характеризуется сверхэкспрессией CD123, причем способ включает введение 

субъекту терапевтически эффективного количество полипептида, связывающего CD123, описанного в 

данном документе. Данное раскрытие также относится к CD123-связывающему полипептиду, описанно-

му в данном документе, для изготовления лекарственного средства для лечения расстройства (например, 

рака) у субъекта, причем указанное расстройство характеризуется сверхэкспрессией CD123. Данное рас-

крытие включает в себя полипептид, связывающий CD123, описанный в данном документе, для приме-
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нения при лечении расстройства (например, рака) у субъекта, причем указанное расстройство характери-

зуется сверхэкспрессией CD123. Рак, который лечат CD123-связывающими полипептидами, описанными 

в данном документе, может быть острым миелоидным лейкозом (ОМЛ), В-лимфолейкозом, новообразо-

ваниями из бластных плазмоцитоидных дендритных клеток (ОБПДК) или волосатоклеточным лейкозом. 

Эти и другие варианты осуществления и/или другие аспекты раскрытия станут очевидными после 

ссылки на следующее подробное описание раскрытия и приложенных графических материалов. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1A-D продемонстрировано связывание 13 различных биспецифических молекул анти-

CD123х анти-CD3ε (TRI123, TRI125, TRI126, TRI127, TRI128, TRI129, TRI130, TRI131, TRI132, TRI134, 

TRI137, TRI138 и TRI139) в трех независимых экспериментах с CD123 (+) линией опухолевых клеток 

человека Molm-13. 

На фиг. 2А-С, 2В и 2С продемонстрировано связывание 13 различных биспецифических молекул 

анти-CD123х анти-CD3ε (TRI123, TRI125, TRI126, TRI127, TRI128, TRI129, TRI130, TRI131, TRI132, 

TRI134, TRI137, TRI138 и TRI139) и TRI138) в двух независимых экспериментах с клетками СНО, ста-

бильно экспрессирующими белок CD123 яванского макака. 

На фиг. 3А-С продемонстрированы результаты анализов высвобождения хрома-51 с клеточной ли-

нией Molm-13, измеренных через 4 ч с использованием 13 различных биспецифических молекул анти-

CD123х анти-CD3ε (TRI123, TRI125, TRI126, TRI127, TRI128, TRI129, TRI130, TRI131, TRI132, TRI134, 

TRI137, TRI138 и TRI139) в двух независимых экспериментах. Все биспецифические молекулы анти-

CD123х анти-CD3ε показали эффективный лизис клеток-мишеней через 4 ч в диапазоне от 24 до 48% 

максимального специфического лизиса. 

На фиг. 4A-D продемонстрирована индукция пролиферации Т-клеток при низких концентрациях 

(10 пМ). 

На фиг. 5A-D продемонстрирована целенаправленная активация CD4
+
 и CD8

+
 Т-клеток в присутст-

вии клеток Molm-13. 

На фиг. 6 продемонстрирован пример анализа SPR TRI-130 при различных концентрациях ECD. 

На фиг. 7 продемонстрированы кривые зависимости концентрации от времени для биспецифиче-

ских молекул TRI129 и TRI130. 

Фиг. 8 демонстрирует уменьшение объема опухоли на мышиной модели опухоли, обработанной 

TRI129. 

Фиг. 9 демонстрирует уменьшение объема опухоли на мышиной модели опухоли, обработанной 

TRI130. 

На фиг. 10 продемонстрировано, что лечение мышиной опухолевой модели с помощью TRI129 или 

TRI130 приводит к увеличению выживаемости. 

Фиг. 11 представляет собой иллюстрацию рекомбинантного полипептида, связывающего CD123, 

способного к RTCC в конфигурации CD123-связывающий домен -шарнирный домен - константный до-

мен иммуноглобулина - CD3-связывающий домен. 

На фиг. 12 продемонстрированы результаты анализа высвобождения хрома-51 с клеточными ли-

ниями Molm-13, KG-1a и Daudi, измеренного через 4 часа с использованием биспецифической молекулы 

TRI130 анти-CD123х анти-CD3ε. В этом анализе измеряли цитотоксичность TRI130, инкубированного с 

CD123-позитивными или С123-негативными опухолевыми клеточными линиями и очищенными Т-

клетками человека. 

На фиг. 13 продемонстрированы некомпартментные оценки (NCA - non-compartmental) WinNonlin" 

и период полураспада (HL - half-life) для групп лечения яванских макак, получавших TRI130, как описа-

но в примере 14. 

На фиг. 14 продемонстрирован график, показывающий изменение популяции лимфоцитов с течени-

ем времени у яванских макак, получавших TRI130, как описано в примере 14. 

На фиг. 15 продемонстрирован график, показывающий изменение популяции базофилов с течением 

времени у яванских макак, обработанных TRI130, как описано в примере 14. 

Фиг. 16 демонстрирует график, изображающий опухолевую нагрузку, измеренную по уровням био-

люминесценции во времени на модели с диссеминированным ксенотрансплантатом мыши при остром 

миелолейкозе (ОМЛ), как описано в примере 15. 

Фиг. 17 демонстрирует биолюминесцентные изображения опухолевой нагрузки у мышей на 14 

день. 

На фиг. 18 продемонстрированы результаты анализов, измеряющих TRI130- и TRI168-

индуцированную активацию Т-клеток клетками-мишенями CD123
+ 

Molm-13, как описано в примере 17. 

На фиг. 19 продемонстрированы результаты анализов, измеряющих индуцированную TRI130 и 

TRI168 цитотоксичность Т-клеток клеток-мишеней CD123 Molm-13, как описано в примере 17. 

На фиг. 20 продемонстрированы результаты анализов, измеряющих TRI130- и TRI168-

индуцированное высвобождение цитокинов Т-клеток с клетками-мишенями CD123 
+
 Molm-13, как опи-

сано в примере 17. 



047733 

- 8 - 

На фиг. 21 продемонстрированы результаты анализов, измеряющих TRI130- и TRI168-

индуцированное высвобождение цитокинов Т-клеток в культурах мононуклеарных клеток перифериче-

ской крови (МКПК), как описано в примере 17. 

На фиг. 22 продемонстрированы результаты анализов, измеряющих цитотоксичность TRI130, инку-

бированного с образцами клеток ОМЛ от субъектов с ОМЛ, как описано в примере 18. 

Подробное описание сущности изобретения 

Данное раскрытие изобретения обеспечивает связывающие домены, которые специфически связы-

ваются с CD123 (также известный как альфа-цепь рецептора интерлейкина-3) и связывающие молекулы 

(например, полипептиды и белки), которые специфически связываются с CD123. Эти связывающие мо-

лекулы могут специфически связываться с CD123 и с другой мишенью. Введение терапевтически эффек-

тивного количества полипептида или белка, связывающего CD123, нуждающемуся в этом пациенту, по-

лезно для лечения определенных расстройств, связанных со сверхэкспрессией CD123, включая некото-

рые виды рака. В одном варианте осуществления полипептид или белок, связывающий CD123, связывает 

как клетку-мишень со сверхэкспрессией CD123, так и Т-клетку, тем самым "сшивая" клетку-мишень со 

сверхэкспрессией CD123 и Т-клетку. Связывание обоих доменов с их мишенями вызывает сильную, за-

висимую от мишени перенаправленную цитотоксичность Т-клеток (RTCC) (например, индуцирует цито-

токсичность, зависящую от мишеней Т-клеток, активацию Т-клеток и/или пролиферацию Т-клеток). 

CD123-связывающие терапевтические средства по данному изобретению предлагают различные пре-

имущества при лечении пациентов, например эффективное связывание с CD123, эффективную индук-

цию RTCC активности, пониженные уровни высвобождения цитокинов и/или более низкий риск нежела-

тельных явлений (например, токсичности). В определенных аспектах CD123-связывающие белки связы-

ваются с CD123 более эффективно в определенных форматах (например, scFv по сравнению с родитель-

ским антителом) и/или в определенных ориентациях (например, VL-VH по сравнению с VH-VL), что 

приводит к более высокой потенции и улучшению применимости при лечении расстройств, связанных со 

сверхэкспрессией CD123. 

Заголовки разделов, используемые в данном описании, предназначены только для организационных 

целей и не должны истолковываться как ограничивающие описываемый объект изобретения. Все доку-

менты или части документов, цитируемых в данном документе, включая, но не ограничиваясь патента-

ми, патентными заявками, статьями, книгами и трактатами, в данном документе прямо включены по-

средством ссылки в полном объеме для любых целей. В случае, если один или несколько из включенных 

документов или частей документов определяют термин, который противоречит определению этого тер-

мина в применении, определение, которое появляется в этом применении, имеет преимущество. Однако 

упоминание любой ссылки, статьи, публикации, патента, патентной публикации и заявки на патент, ци-

тируемых в данном документе, не является и не должно восприниматься как подтверждение или какая-

либо форма предположения о том, что они представляют собой действующий предшествующий уровень 

техники или являются частью общих общеизвестных знаний в любой стране мира. 

В данном описании любой диапазон концентрации, процентный диапазон, диапазон отношений или 

целочисленный диапазон следует понимать как включающий значение любого целого числа в указанном 

диапазоне и, при необходимости, его доли (например, одну десятую и одну сотую целого числа), если не 

указано иное. Следует понимать, что термины в единственном числе, используемые в данном документе, 

относятся к "одному или нескольким" из перечисленных компонентов, если не указано иное. Использо-

вание альтернативы (например, "или") следует понимать как означающее либо одну, обе, либо любую их 

комбинацию альтернатив. Используемые в данном документе термины "включать" и "содержать" ис-

пользуются как синонимы. Кроме того, следует понимать, что полипептиды, содержащие различные 

комбинации компонентов (например, доменов или областей) и заместителей, описанных в данном доку-

менте, раскрыты в данной заявке в той же степени, как если бы каждый полипептид был представлен 

индивидуально. Таким образом, выбор конкретных компонентов отдельных полипептидов находится в 

пределах данного раскрытия. 

Как используется в данном документе термин "связывающий домен" или "связывающая область" 

относится к домену, области, части или сайту белка, полипептида, олигопептида или пептида или анти-

тела или связывающего домена, полученного из антитела, которое обладает способностью специфически 

распознавать и связывать молекулу-мишень, такую как антиген, лиганд, рецептор, субстрат или ингиби-

тор (например, CD123, CD3). Иллюстративные связывающие домены включают одноцепочечные вариа-

бельные области антител (например, доменные антитела, sFv, scFv, scFab), эктодомены рецепторов и ли-

ганды (например, цитокины, хемокины). В некоторых вариантах осуществления связывающий домен 

содержит или состоит из антигенсвязывающего сайта, например, включающего вариабельную последо-

вательность тяжелой цепи и вариабельную последовательность легкой цепи или три области, опреде-

ляющие комплементарность (CDR), легкой цепи и три CDR тяжелой цепи из антитела, помещенного в 

альтернативные каркасные области (FR) (например, FR человека, необязательно содержащие одну или 

несколько аминокислотных замен). Известно множество анализов для идентификации связывающих до-

менов по данному изобретению, которые специфически связывают конкретную мишень, включая вес-

терн-блот, ИФА, скрининг библиотеки фагового дисплея и анализ взаимодействия BIACORE. Как ис-
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пользуется в данном документе полипептид, связывающий CD123 может иметь "первый связывающий 

домен" и, необязательно, "второй связывающий домен". В некоторых вариантах осуществления "первый 

связывающий домен" представляет собой CD123-связывающий домен, а формат представляет собой ан-

титело или антитело-подобный белок или домен. В некоторых вариантах осуществления, включающих в 

себя как первый, так и второй связывающий домены, второй связывающий домен представляет собой 

домен, связывающий Т-клетки, такой как scFv, полученный из мышиного моноклонального антитела 

(например, CRIS-7), или фагового дисплея (например, I2C), который связывается с антигеном поверхно-

сти Т-клеток (например, CD3). В других вариантах осуществления второй связывающий домен пред-

ставляет собой второй CD123-связывающий домен. В еще одном варианте осуществления второй связы-

вающий домен представляет собой связывающий домен, отличный от CD123-связывающего домена или 

домена связывания Т-клеток. 

"Высвобождение цитокинов" или "цитокиновый шторм" или "реакция инфузии" относится к высво-

бождению цитокинов из Т-клеток. Когда цитокины попадают в кровообращение, могут возникнуть сис-

темные симптомы, такие как лихорадка, тошнота, озноб, гипотензия, тахикардия, астения, головная боль, 

сыпь, зуд в горле и одышка. Некоторые пациенты могут испытывать серьезные, опасные для жизни ре-

акции, возникающие в результате массового выделения цитокинов. "Уменьшенное" высвобождение ци-

токинов относится к уменьшению высвобождения по меньшей мере одного цитокина (например, ИФНγ, 

ИЛ-2, ФНОα и/или ИЛ-10) после введения рекомбинантного полипептида по данному изобретению по 

сравнению с антителом ОКТ-3 или другой CD3-связывающей биспецифической молекулой. Уменьшен-

ное высвобождение цитокинов может быть измерено с использованием анализов in vitro или in vivo. 

Связывающий домен или белок "специфически связывает" мишень, если он связывает мишень с 

аффинностью или Ka (то есть константой равновесной ассоциации конкретного связывающего взаимо-

действия с единицами 1/М), равной или превышающей 10
5
 М

-1
, в то время как незначительно связывает 

другие компоненты, присутствующие в тестовом образце. Связывающие домены могут быть классифи-

цированы как связывающие домены с высокой аффинностью и связывающие домены с низкой аффинно-

стью. Связывающие домены с "высокой аффинностью" относится к таким связывающим доменам, у ко-

торых Ka по меньшей мере 10
7
 М

-1
, по меньшей мере 10

8
 М

-1
, по меньшей мере 10

9
 М

-1
, по меньшей мере 

10
10

 М
-1

, по меньшей мере 10
11

 M
-1

, по меньшей мере 10 
12

 М
-1

 или по меньшей мере 10
13

 М
-1

. "Низкоаф-

финные" связывающие домены относится к таким связывающим доменам, у которых Ka составляет 

вплоть до 10
7
 М

-1
, вплоть до 10

6 
М

-1
, вплоть до 10

5
 М

-1
. Альтернативно, аффинность может быть опреде-

лена как равновесная константа диссоциации (Kd) конкретного связывающего взаимодействия с едини-

цами М (например, от 10
-5

 М до 10
-13

 М). Афинность полипептидов связывающего домена и одноцепо-

чечных полипептидов в соответствии с данным изобретением может быть легко определена с использо-

ванием обычных методик (см., например, Scatchard et al. (1949) Ann. N. Y. Acad. Sci. 51: 660; и патенты 

США № 5283173, 5468614 или эквивалент). 

"CD3" известен в данной области как мультибелковый комплекс из шести цепей (см., например, 

Abbas and Lichtman, 2003; Janeway et al., P. 172 и 178, 1999), которые являются субъединицами Т-

клеточного рецепторного комплекса. У млекопитающих субъединицы CD3 Т-клеточного рецепторного 

комплекса представляют собой CD3γ-цепь, CD3δ-цепь, две CD3ε-цепи и гомодимер СВ3ζ-цепей. Цепи 

CD3γ, CD3δ и CD3ε являются высоко родственными белками клеточной поверхности суперсемейства 

иммуноглобулинов, содержащими один внеклеточный домен иммуноглобулина. 

Трансмембранные области цепей CD3γ,CD3δ и CD3ε заряжены отрицательно, что является харак-

теристикой, которая позволяет этим цепям ассоциироваться с положительно заряженными цепями Т-

клеточного рецептора. Каждый из внутриклеточных хвостов цепей CD3γ, CD3δ и CD3ε содержит один 

консервативный мотив, известный как мотив активации иммунорецептора на основе тирозина, или ITAM 

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif), в то время как каждая цепь CD3ζ, имеет три таких. Счи-

тается, что ITAM важны для сигнальной способности ТКР комплекса. CD3, используемый в данном опи-

сании, может быть от различных видов животных, включая человека, обезьяну, мышь, крысу или других 

млекопитающих. 

Как используется в данном документе термин "консервативная замена" в данной области техники 

известен как замена одной аминокислоты другой аминокислотой, которая имеет сходные свойства. Ил-

люстративные консервативные замены хорошо известны в данной области (см., например, WO 97/09433, 

страница 10, опубликованная 13 марта 1997 года; Lehninger, Biochemistry, Second Edition; Worth Publish-

ers, Inc. NY: NY (1975), pp. 71-77; Lewin, Genes IV, Oxford University Press, NY and Cell Press, Cambridge, 

MA (1990), p. 8). В некоторых вариантах осуществления консервативная замена включает замену лейци-

на на серин. 

Как используется в данном документе, термин "производное" относится к модификации одного или 

нескольких аминокислотных остатков пептида химическими или биологическими средствами, либо с 

использованием фермента, либо без него, например, путем гликозилирования, алкилирования, ацилиро-

вания, образования сложного эфира или амида. 

Как используется в данном документе термин полипептид или аминокислотная последователь-
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ность, "происходящая из" указанного полипептида или белка, относится к происхождению указанного 

полипептида. В некоторых вариантах осуществления полипептидная или аминокислотная последова-

тельность, которая происходит из конкретной последовательности (иногда называемой "исходной" или 

"родительской" или "родительной" последовательностью), имеет аминокислотную последовательность, 

которая по существу идентична исходной последовательности или ее части, причем указанная часть со-

стоит из по меньшей мере 10-20 аминокислот, по меньшей мере 20-30 аминокислот или по меньшей мере 

30-50 аминокислот, или по меньшей мере 50-150 аминокислот, или которую иным образом можно иден-

тифицировать для специалиста в данной области техники, как происходящую из начальной последова-

тельности. Например, связывающий домен может быть получен из антитела, например, Fab, F(ab')2, Fab', 

scFv, однодоменного антитела (sdAb - single domain antibody) и т.д. 

Полипептиды, происходящие от другого полипептида, могут иметь одну или несколько мутаций 

относительно исходного полипептида, например, один или несколько аминокислотных остатков, кото-

рые были замещены другим аминокислотным остатком или которые имеют одну или несколько вставок 

или делеций аминокислотных остатков. Полипептид может содержать аминокислотную последователь-

ность, которая не встречается в природе. Такие вариации обязательно имеют меньше, чем 100% иден-

тичности последовательности или сходства с исходным полипептидом. В одном варианте осуществления 

указанный вариант будет иметь аминокислотную последовательность от примерно 60% до менее чем 

100% идентичную или сходную с аминокислотной последовательностью аминокислотной последова-

тельности исходного полипептида. В другом варианте осуществления указанный вариант будет иметь 

аминокислотную последовательность от примерно 75 до менее чем 100%, от примерно 80 до менее чем 

100%, от примерно 85 до менее чем 100%, от примерно 90 до менее чем 100%, от примерно 95 до менее 

чем 100% идентичную или сходную с аминокислотной последовательностью исходного полипептида. 

Как используется в данном документе, если не указано иное, положение аминокислотного остатка в 

вариабельной области молекулы иммуноглобулина нумеруется в соответствии с соглашением о нумера-

ции IMGT (Brochet X, et al., Nucl. Acids Res. (2008) 36, W503-508), а положение аминокислотного остатка 

в константной области молекулы иммуноглобулина пронумеровано в соответствии с номенклатурой EU 

(Ward et al., 1995 Therap. Immunol. 2:77-94). В данной области известны другие соглашения о нумерации 

(например, соглашение о нумерации по Кабату (Kabat, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th 

ed. Bethesda, MD: Public Health Service, National Institutes of Health (1991)). 

Как используется в данном документе, термин "димер" относится к биологическому объекту, кото-

рый состоит из двух субъединиц, связанных друг с другом посредством одной или нескольких форм 

внутримолекулярных сил, включая ковалентные связи (например, дисульфидные связи) и другие взаи-

модействия (например, электростатические взаимодействия, солевые мостики, водородные связи и гид-

рофобные взаимодействия) и является стабильным в соответствующих условиях (например, в физиоло-

гических условиях, в водном растворе, подходящем для экспрессии, очистки и/или хранения рекомби-

нантных белков, или в условиях неденатурирующего и/или невосстанавливающего электрофореза). Как 

используется в данном документе термин "гетеродимер" или "гетеродимерный белок" относится к диме-

ру, образованному из двух разных полипептидов. Гетеродимер не включает антитело, образованное из 

четырех полипептидов (то есть двух легких цепей и двух тяжелых цепей). Как используется в данном 

документе, термин "гомодимер" или "гомодимерный белок" относится к димеру, образованному из двух 

идентичных полипептидов. Рекомбинантные полипептиды по данному изобретению существуют глав-

ным образом в димеризованной форме. Следует понимать, что все раскрытие полипептида, включая ха-

рактеристики и активности (такие как связывание и RTCC), включает полипептид в его димерной форме, 

а также другие мультимерные формы. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид, связывающий CD123. содержит, от аминоконца 

до карбоксильного конца или от карбоксильного конца до аминоконца, (i) CD123-связывающий домен, 

(ii) шарнирную область, (iii) константную область иммуноглобулина, (iv) карбокси-терминальный лин-

кер (или амино-терминальный линкер) и (v) второй связывающий домен. Как используется в данном до-

кументе и в зависимости от контекста "шарнирная область" или "шарнир" относится к полипептидной 

области между связывающим доменом (например, CD123-связывающим доменом) и константной обла-

стью иммуноглобулина. Как используется в данном документе и в зависимости от контекста, "линкер" 

может относиться к (1) полипептидной области между областями VH и VL в одноцепочечной Fv(scFv) 

или (2) полипептидной области между константной областью иммуноглобулина и вторым связывающим 

доменом в CD123-связывающем полипептиде, содержащем два связывающих домена. Область полипеп-

тида между константной областью иммуноглобулина, и вторым связывающим доменом в CD123-

связывающем полипептиде, содержащем два связывающих домена может также называться как "карбок-

си-терминальный линкер" (карбокси-концевой линкер) или "амино-терминальный линкер" (амино-

концевой линкер). Неограничивающие примеры карбокси-терминальных и амино-терминальных линке-

ров включают гибкие линкеры, содержащие глицин-сериновые (например, (Gly4Ser)) повторы (SEQ ID 

NO: 315), и линкеры, происходящие от (а) междоменной области трансмембранного белка (например, 

трансмембранного белка 1-го типа); (b) область ножки С-лектина II-го типа; или (с) шарнир иммуногло-

булина. Неограничивающие примеры шарниров и линкеров приведены в табл. 1 и 2. В некоторых вари-
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антах осуществления "линкер" обеспечивает функцию спейсера, совместимую с взаимодействием двух 

субсвязывающих доменов, так что полученный полипептид сохраняет специфическую аффинность свя-

зывания с той же молекулой-мишенью, что и антитело, которое содержит те же вариабельные области 

легкой и тяжелой цепи. В некоторых вариантах осуществления линкер содержит от пяти до примерно 35 

аминокислот, например, от примерно 15 до примерно 25 аминокислот. В некоторых вариантах осуществ-

ления линкер состоит из по меньшей мере 5 аминокислот, по меньшей мере 7 аминокислот или по мень-

шей мере 9 аминокислот. 

"Шарнирный участок иммуноглобулина дикого типа" относится к встречающимся в природе ами-

нокислотным последовательностям верхнего и среднего шарниров, вставленным между и соединяющи-

ми СН1 и СН2-домены (для IgG, IgA и IgD) или вставленным между и соединяющим СН1 и СН3-домены 

(для IgE и IgM), которые обнаруживаются в тяжелой цепи антитела. В некоторых вариантах осуществле-

ния последовательность шарнирной области иммуноглобулина дикого типа является человеческой и мо-

жет содержать шарнирную область IgG человека. 

"Измененная шарнирная область иммуноглобулина дикого типа" или "измененная шарнирная об-

ласть иммуноглобулина" относится к: (а) шарнирной области иммуноглобулина дикого типа с аминокис-

лотными изменениями, составляющими вплоть до 30% (например, вплоть до 25%, 20%, 15%, 10% или 

5% аминокислотных замен или делеций), или (b) части шарнирной области иммуноглобулина дикого 

типа, которая имеет длину от около 5 аминокислот (например, около 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19 или 20 аминокислот) до примерно 120 аминокислот (например, имеющей длину от примерно 

10 до примерно 40 аминокислот или от примерно 15 до примерно 30 аминокислот или от около 15 до 

около 20 аминокислот или от около 20 до около 25 аминокислот), имеющей до 30% аминокислотных 

изменений (например, до около 25%, 20%, 15%, 10%, 5%, 4%, 3%, 2% или 1% аминокислотных замен 

или делеций или их комбинации) и имеет центральную шарнирную область IgG, как описано в US 

2013/0129723 и US 2013/0095097. 

Как используется в данном документе термин "гуманизированный" относится к процессу производ-

ства антител или иммуноглобулинсвязывающих белков и полипептидов, полученных от нечеловеческого 

вида (например, мыши или крысы), менее иммуногенных для человека, при этом сохраняющих антиген-

связывающие свойства оригинального антитела, с использованием методов генной инженерии. В неко-

торых вариантах осуществления связывающий домен(ы) антитела или иммуноглобулинсвязывающих 

белков и полипептидов (например, вариабельные области легкой и тяжелой цепи, Fab, scFv) являются 

гуманизированными. Нечеловеческие связывающие домены могут быть гуманизированы с использова-

нием методов, известных как прививка CDR (Jones et al., Nature 321: 522 (1986)) и их вариантов, включая 

"изменение формы" (Verhoeyen et al., 1988 Science 239: 1534-1536; Riechmann et al., 1988 Nature 332: 323-

337; Tempest et al., Bio/Technol 1991 9: 266-271), "гиперхимеризацию" (Queen et al., 1989 Proc Natl Acad 

Sci USA 86: 10029-10033; Co et al. 1991, Proc Natl Acad Sci USA, 88: 2869-2873; Co et al., 1992 J Immunol. 

148: 1149-1154) и "виниринг/veneering" (Mark et al., "Derivation of therapeutically active humanized and ve-

neered anti-CD18 antibodies.". In: Metcalf BW, Dalton BJ, eds. Cellular adhesion: molecular definition to thera-

peutic potential. New York: Plenum Press, 1994: 291-312). Если они происходят от нечеловеческого источ-

ника, другие области антитела или связывающие иммуноглобулин белки и полипептиды, такие как шар-

нирная область и домены константной области, также могут быть гуманизированы. 

Используемый в данном описании термин "домен димеризации иммуноглобулина" или "домен ге-

теродимеризации иммуноглобулина" относится к домену полипептидной цепи иммуноглобулина, кото-

рый преимущественно взаимодействует или ассоциируется с другим доменом второй полипептидной 

цепи иммуноглобулина, причем взаимодействие различных доменов гетеродимеризации иммуноглобу-

линов существенно способствует или эффективно способствует гетеродимеризации первой и второй по-

липептидных цепей (то есть образованию димера между двумя разными полипептидными цепями, кото-

рый также называют "гетеродимером"). Взаимодействия между доменами гетеродимеризации иммуног-

лобулина "существенно способствуют или эффективно способствуют" гетеродимеризации первой и вто-

рой полипептидных цепей, если происходит статистически значимое снижение димеризации между пер-

вой и второй полипептидными цепями в отсутствие домена гетеродимеризации иммуноглобулина первой 

полипептидной цепи и/или домена гетеродимеризации иммуноглобулина второй полипептидной цепи. В 

определенных вариантах осуществления, когда первая и вторая полипептидные цепи коэкспрессированы 

по меньшей мере 60%, по меньшей мере от около 60 до около 70%, по меньшей мере от около 70 до око-

ло 80%, по меньшей мере от 80 до около 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% первой 

и второй полипептидных цепей образуют гетеродимеры друг с другом. Иллюстративные гетеродимери-

зационные домены иммуноглобулина включают СН1-домен иммуноглобулина, домен CL иммуноглобу-

лина (например, изотипы Сκ или Сλ) или их производные, включая СН1 и CL-домены иммуноглобулина 

дикого типа и измененные (или мутированные) СН1 и CL-домены иммуноглобулина, как предусмотрено 

в данном документе. 

"Константная область иммуноглобулина" или "константная область" является термином, опреде-

ленным в данном документе для обозначения пептидной или полипептидной последовательности, кото-

рая соответствует или происходит из части или всего одного или более доменов константной области. В 
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некоторых вариантах осуществления константная область иммуноглобулина соответствует или происхо-

дит из части или всего одного или более доменов константной области, но не всех доменов константной 

области исходного антитела. В некоторых вариантах осуществления константная область содержит СН2 

и СН3-домены IgG, например, СН2 и СН3-домены IgG1. В некоторых вариантах осуществления кон-

стантная область не содержит СН1-домен. В определенных вариантах осуществления домены констант-

ной области, составляющие константную область, являются человеческими. В некоторых вариантах 

осуществления (например, в определенных вариациях полипептида, связывающего CD123 или белка, 

содержащего второй связывающий домен, который специфически связывает CD3 или другой антиген на 

поверхности Т-клеток), домены константной области слитого белка по данному раскрытию отсутствуют 

или имеют минимальные эффекторные функции антителозависимой клеточно-опосредованной цитоток-

сичности (АЗКЦ) и активации комплемента и комплемент-зависимой цитотоксичности (CDC), сохраняя 

при этом способность связывать некоторые Fc -рецепторы (такие как Fc Rn, Fc-рецептор новорожден-

ных) и сохраняют относительно длительный период полужизни in vivo. В других вариантах слитый бе-

лок по данному изобретению включает константные домены, которые сохраняют такую эффекторную 

функцию одного или обоих из АЗКЦ и CDC. В некоторых вариантах осуществления связывающий домен 

по данному изобретению слит с константной областью человеческого IgG1, причем константная область 

IgG1 имеет одну или несколько мутаций из следующих аминокислот: лейцин в положении 234 (L234), 

лейцин в положении 235 (L235), глицин в положении 237 (G237), глутамат в положении 318 (Е318), ли-

зин в положении 320 (K320), лизин в положении 322 (K322) или любую их комбинацию (нумерация со-

гласно EU). Например, любая одна или несколько из этих аминокислот могут быть заменены на аланин. 

В дополнительном варианте осуществления Fc-домен IgG1 имеет каждый из L234, L235, G237, Е318, 

K320 и K322 (согласно нумерации EU), мутированный в аланин (то есть L234A, L235A, G237A, Е318А, 

K320А и K322А, соответственно) и, возможно, также мутацию N297А (т. е., по существу, устраняющую 

гликозилирование СН2-домена). В другом варианте осуществления Fc-домен IgG1 имеет каждую из му-

таций L234A, L235A, G237A и K322А. Например, данное изобретение включает рекомбинантный поли-

пептид, содержащий CD123-связывающий домен или scFVc аминокислотной последовательностью, по 

меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98%, по 

меньшей мере на 99 или на 100% идентичной SEQ ID NO: 130; домен IgG1, содержащий мутации L234A, 

L235A, G237A и K322А; и CD3-связывающий домен. Данное изобретение включает рекомбинантный 

полипептид, содержащий CD123-связывающий домен, содержащий аминокислотную последователь-

ность по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 

98%, по меньшей мере на 99 или 100% идентичную SEQ ID NO: 130; домен IgG1, содержащий мутации 

L234A, L235A, G237A и K322А; и CD3-связывающий домен, содержащий аминокислотную последова-

тельность по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей ме-

ре на 98%, по меньшей мере на 99 или 100%, идентичную SEQ ID NO: 192 или SEQ ID NO: 193. 

"Fc-область " или "Fc-домен" относится к полипептидной последовательности, соответствующей 

или происходящей из части исходного антитела, которая отвечает за связывание с рецепторами антител 

на клетках и компонентом C1q комплемента. Fc означает "кристаллизуемый фрагмент", фрагмент анти-

тела, который легко образует кристалл белка. Отдельные фрагменты белка, которые были первоначально 

описаны с помощью протеолитического расщепления, могут определять в целом общую структуру белка 

иммуноглобулина. Как первоначально определено в литературе, Fc-фрагмент состоит из дисульфид-

связанных шарнирных областей тяжелой цепи, СН2 и СН3-доменов. Однако недавно этот термин был 

применен к одной цепи, состоящей из СН3, СН2 и по меньшей мере части шарнира, достаточной для 

образования дисульфид-связанного димера со второй такой цепью. Для обзора структуры и функции 

иммуноглобулина, см. Putnam, The Plasma Proteins, Vol. V (Academic Press, Inc., 1987), pp. 49-140; и Pad-

lan, Mol. Immunol. 31:169-217, 1994. Как используется в данном документе, термин Fc включает вариан-

ты встречающихся в природе последовательностей. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий белок содержит белковый каркас, ко-

торый в общих чертах раскрыт, например, в публикациях патентных заявок США № 2003/0133939, 

2003/0118592 и 2005/0136049. CD123-связывающий белок может содержать в порядке от аминоконца до 

карбоксильного конца: первый связывающий домен, шарнирную область, и константную область имму-

ноглобулина. В других вариантах осуществления CD123-связывающий белок содержит белковый каркас, 

как правило, раскрытый, например, в публикации заявки на патент США № 2009/0148447. CD123-

связывающий белок может включать в себя, в порядке от аминоконца до карбоксильного конца: кон-

стантную область иммуноглобулина, шарнирную область и первый связывающий домен. 

CD123-связывающие полипептиды и белки, раскрытые в данном документе, могут включать каркас 

мультиспецифического связывающего белка. Мультиспецифические связывающие белки и полипептиды 

с использованием каркасов раскрыты, например, в публикации заявки РСТ № WO 2007/146968, публика-

ции заявки на патент США № 2006/0051844, публикации заявки РСТ № WO 2010/040105, публикации 

РСТ № WO 2010/003108, патенте США № 7166707 и патенте США № 8409577, каждый из которых пол-

ностью включен в данное описание посредством ссылки. CD123-связывающий белок может содержать 

два связывающих домена (домены могут быть предназначены для специфического связывания одной и 
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той же или разных мишеней), шарнирную область, линкер (например, карбокситерминальный или ами-

нотерминальный линкер) и константный регион иммуноглобулина. CD123-связывающий белок может 

представлять собой гомодимерный белок, содержащий два идентичных дисульфид-связанных полипеп-

тида. 

В одном варианте осуществления изобретения CD123-связывающий белок содержит, по порядку от 

аминоконца до карбоксильного конца, первый связывающий домен, шарнирную область, константную 

область иммуноглобулина и второй связывающий домен. Фиг. 11 иллюстрирует CD123-связывающий 

белок в этой конфигурации. 

Как используется в данном документе термин "соединяющие аминокислоты" или "соединяющие 

аминокислотные остатки" относится к одному или нескольким (например, около 2-10) аминокислотным 

остаткам между двумя соседними областями или доменами полипептида, такими как между шарниром и 

смежной константной областью иммуноглобулина или между шарниром и соседним связывающим до-

меном или между пептидным линкером и соседним вариабельным доменом иммуноглобулина или 

смежной константной областью иммуноглобулина. Соединяющие аминокислоты могут быть результа-

том проектирования конструкта полипептида (например, аминокислотные остатки, полученные в резуль-

тате использования сайта рестрикционного фермента во время конструирования молекулы нуклеиновой 

кислоты, кодирующей полипептид). 

Как используется в данном документе термин "нуждающийся пациент" или "нуждающийся субъ-

ект" относится к пациенту, подверженному риску заболевания или расстройства или состояния, которое 

поддается лечению или улучшению с помощью белка или полипептида, связывающегося с CD123. или 

их композиции, представленных в данном документе. Пациентом, нуждающимся в лечении, может быть, 

например, пациент, у которого диагностировано заболевание, связанное с экспрессией CD123, такое как 

острый миелоидный лейкоз (ОМЛ), В-лимфолейкоз, новообразования из бластных плазмоцитоидных 

дендритных клеток (ОБПДК), волосатоклеточный лейкоз (ВКЛ), миелодиспластический синдром (МДС), 

острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ), рефрактерная анемия с избытком бластов (РАИБ), хронический 

миелолейкоз и лимфома Ходжкина. 

Как используется в данном документе термин "фармацевтически приемлемый" относится к молеку-

лярным веществам и композициям, которые обычно не вызывают аллергических или других серьезных 

побочных реакций при введении с использованием путей, хорошо известных в данной области. Молеку-

лярные объекты и композиции, одобренные регулирующим органом Федерального правительства или 

правительства штата или перечисленные в Фармакопее США или другой общепризнанной фармакопее 

для применения на животных, и, в частности, на людях, считаются "фармацевтически приемлемыми". 

Как используется в данном документе термин "промотор" относится к области ДНК, вовлеченной в 

связывание РНК-полимеразы для инициации транскрипции. 

Используемые в данном документе термины "нуклеиновая кислота", "молекула нуклеиновой кисло-

ты" или "полинуклеотид" относятся к дезоксирибонуклеотидам или рибонуклеотидам и их полимерам в 

одно- или двухцепочечной форме. Если конкретно не ограничено, указанные термины охватывают нук-

леиновые кислоты, содержащие аналоги природных нуклеотидов, которые обладают свойствами связы-

вания, сходными с эталонной нуклеиновой кислотой, и метаболизируются способом, подобным встре-

чающимся в природе нуклеотидам. Если не указано иное, конкретная последовательность нуклеиновой 

кислоты также неявно включает ее консервативно модифицированные варианты (например, вырожден-

ные замены кодона) и комплементарные последовательности, а также явно указанную последователь-

ность. В частности, вырожденные замены кодонов могут быть достигнуты путем генерирования после-

довательностей, в которых третье положение одного или нескольких выбранных (или всех) кодонов за-

мещено остатками смешанного основания и/или дезоксиинозина (Batzer et al. (1991) Nucleic Acid Res. 

19:5081; Ohtsuka et al. (1985) J. Biol. Chem. 260:2605-2608; Cassol et al. (1992); Rossolini et al. (1994) Mol. 

Cell. Probes 8:91-98). Термин нуклеиновая кислота используется взаимозаменяемо с терминами ген, 

кДНК и мРНК, кодируемых геном. Используемые в данном документе термины "нуклеиновая кислота", 

"молекула нуклеиновой кислоты" или "полинуклеотид" предназначены для включения молекул ДНК 

(например, кДНК или геномной ДНК), молекул РНК (например, мРНК), аналогов ДНК или РНК, сгене-

рированных с использованием нуклеотидных аналогов и их производных, фрагментов и гомологов. 

Термин "экспрессия" относится к биосинтезу продукта, кодируемого нуклеиновой кислотой. На-

пример, в случае сегмента нуклеиновой кислоты, кодирующего полипептид, представляющий интерес, 

экспрессия включает транскрипцию сегмента нуклеиновой кислоты в мРНК и трансляцию мРНК в один 

или несколько полипептидов. 

Термины "единица экспрессии" и "кассета экспрессии" используются в данном документе взаимо-

заменяемо и обозначают сегмент нуклеиновой кислоты, кодирующий полипептид, представляющий ин-

терес, и способный обеспечивать экспрессию сегмента нуклеиновой кислоты в клетке-хозяине. Единица 

экспрессии обычно содержит промотор транскрипции, открытую рамку считывания, кодирующую поли-

пептид, представляющий интерес, и терминатор транскрипции, все в работоспособной конфигурации. 

Помимо транскрипционного промотора и терминатора, экспрессионная единица может дополнительно 

включать другие сегменты нуклеиновой кислоты, такие как, например, энхансер или сигнал полиадени-
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лирования. 

Как используется в данном документе термин "вектор экспрессии" относится к молекуле нуклеино-

вой кислоты, линейной или циркулярной, содержащей одну или несколько единиц экспрессии. В допол-

нение к одной или нескольким единицам экспрессии вектор экспрессии может также включать дополни-

тельные сегменты нуклеиновой кислоты, такие как, например, один или несколько точек начала репли-

кации или один или несколько маркеров, пригодных для селекции. Векторы экспрессии обычно проис-

ходят от плазмидной или вирусной ДНК или могут содержать элементы обоих. 

Как используется в данном документе термин "идентичность последовательности" относится к вза-

имосвязи между двумя или более полинуклеотидными последовательностями или между двумя или бо-

лее полипептидными последовательностями. Когда положение в одной последовательности занята тем 

же основанием нуклеиновой кислоты или аминокислотным остатком в соответствующем положении 

сравниваемой последовательности, говорят, что последовательности "идентичны" в этом положении. 

Процент "идентичности последовательности" рассчитывается путем определения количества положений, 

в которых идентичное основание нуклеиновой кислоты или аминокислотный остаток встречается в обе-

их последовательностях, чтобы получить число "идентичных" положений. Количество "идентичных" 

положений затем делится на общее количество положений в окне сравнения и умножается на 100, чтобы 

получить процент "идентичности последовательности". Процент "идентичности последовательности" 

определяется путем сравнения двух оптимально выровненных последовательностей в окне сравнения. 

Окно сравнения для последовательностей нуклеиновых кислот может составлять, например, по меньшей 

мере 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 300, 400, 500, 600, 

700, 800, 900 или 1000 или более нуклеиновых кислот в длину. Окно сравнения для полипептидных по-

следовательностей может быть, например, по меньшей мере 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 

130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 300 или более аминокислот в длину. Чтобы оптимально выровнять 

последовательности для сравнения, часть полинуклеотидной или полипептидной последовательности в 

окне сравнения может содержать добавления или делеции, называемые пробелами, в то время как эта-

лонная последовательность поддерживается постоянной. Оптимальное выравнивание - это такое вырав-

нивание, которое, даже с пропусками, создает максимально возможное количество "идентичных" поло-

жений между эталонной последовательностью и последовательностью сравнения. Процент "идентично-

сти последовательностей" между двумя последовательностями можно определить с помощью версии 

программы "Последовательности BLAST 2", которая была доступна в Национальном центре биотехноло-

гической информации по состоянию на 1 сентября 2004 г., и эта программа включает программы 

BLASTN (для сравнения нуклеотидных последовательностей) и BLASTP (для сравнения полипептидных 

последовательностей), программы которых основаны на алгоритме Karlin и Altschul (Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 90(12):5873-5877, 1993). При использовании "Последовательности BLAST 2" параметры, которые 

были параметрами по умолчанию на 1 сентября 2004 г., могут использоваться для размера слова (3), по-

правки на открытый пробел (11), поправки на пробел расширения (1), спада пробела (50), ожидаемое 

значение (10) и любого другого обязательного параметра, включая, но не ограничиваясь, опцию матрик-

са. Считается, что две нуклеотидные или аминокислотные последовательности имеют "по существу 

сходную идентичность последовательности" или "существенную идентичность последовательности", 

если две последовательности имеют по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 

90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по меньшей мере 98% или по 

меньшей мере 99% идентичности последовательности относительно друг друга. 

Как используется в данном документе термин "полипептид" или "полипептидная цепь" обозначает 

единое, линейное и непрерывное расположение ковалентно связанных аминокислот. Полипептиды могут 

иметь или образовывать одну или несколько внутрицепочечных дисульфидных связей. Что касается по-

липептидов, как описано в данном документе, ссылка на аминокислотные остатки, соответствующие ос-

таткам, указанным в SEQ ID NO, включает посттрансляционные модификации таких остатков. 

Как используется в данном документе термин "CD123-связывающий белок" может использоваться 

взаимозаменяемо с "полипептидом, связывающим CD123", "полипептидом" и "рекомбинантным поли-

пептидом". Такие молекулы специфически связываются с CD123 (например, человеческим CD123), так-

же известным как кластер дифференцировки 123, альфа-цепь рецептора интерлейкина-3 и IL3RA. CD123 

представляет собой трансмембранный гликопротеин типа I с внеклеточным доменом, включающим 

предсказанный Ig-подобный домен и два домена FnIII. CD123-связывающие белки раскрытия связыва-

ются с внеклеточным доменом CD123. Термин " CD123" может относиться к любой изоформе CD123. 

Иллюстративные нуклеотидные и аминокислотные последовательности CD123 человека представлены в 

SEQ ID NO: 205 и 206 и SEQ ID NO: 207 и 208 соответственно. CD123 связывается с бета-цепью рецеп-

тора интерлейкина-3 с образованием указанного рецептора. 

"Белок" представляет собой макромолекулу, содержащую одну или несколько полипептидных це-

пей. Белок также может содержать непептидные компоненты, такие как углеводные группы. Углеводы и 

другие непептидные заместители могут быть добавлены к белку клеткой, в которой производится белок, 

и будут варьироваться в зависимости от типа клетки. Белки определены в данном документе в терминах 

их аминокислотных каркасных структур; заместители, такие как углеводные группы, обычно не указаны, 
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но, тем не менее, могут присутствовать. Белок может быть антителом или антигенсвязывающим фраг-

ментом антитела. В некоторых вариантах осуществления белок также может представлять собой молеку-

лу scFv-Fc-scFv, димер scFv-scFV или диатело. 

Термины "аминотерминальный" и "карбокситерминальный" используются в данном документе для 

обозначения положений в полипептидах. Где позволяет контекст, эти термины используются со ссылкой 

на конкретную последовательность или часть полипептида для обозначения близости или относительно-

го положения. Например, определенная последовательность, расположенная по направлению к карбок-

сильному концу относительно контрольной последовательности в полипептиде, расположена прокси-

мально к карбоксильному концу контрольной последовательности, но необязательно находится на кар-

боксильном конце полного полипептида. 

"Т-клеточный рецептор" (ТКР) представляет собой молекулу, расположенную на поверхности Т-

клеток, которая наряду с CD3, как правило, ответственна за распознавание антигенов, связанных с моле-

кулами главного комплекса гистосовместимости (ГКГС). Он состоит из дисульфид-связанного гетероди-

мера сильно изменяющихся α- и β-цепей в большинстве Т-клеток. В других Т-клетках экспрессируется 

альтернативный рецептор, состоящий из вариабельных γ и δ цепей. Каждая цепь ТКР является членом 

суперсемейства иммуноглобулинов и обладает одним N-концевым вариабельным доменом иммуногло-

булина, одним константным доменом иммуноглобулина, трансмембранной областью и коротким цито-

плазматическим хвостом на С-терминальном конце (см. Abbas and Lichtman, Cellular и Molecular Immu-

nology (5th Ed.), Editor: Saunders, Philadelphia, 2003; Janeway et al., Immunobiology: The Immune System in 

Health and Disease, 4th Ed, Current Biology Publications, p148, 149 и 172, 1999). ТКР, как используется в 

данном описании, может быть от различных видов животных, включая человека, мышь, крысу или дру-

гих млекопитающих. 

Термин "ТКР комплекс" в контексте данного описания относится к комплексу, образованному в ре-

зультате ассоциации цепей CD3 с другими цепями ТКР. Например, ТКР комплекс может состоять из 

CD3γCD3γ цепи, CD3δCD3δ цепи, двух CD3εCD3ε цепей, гомодимера CD3ζ, цепей, цепи ТКРα и цепи 

ТКРβ. Альтернативно, ТКР комплекс может состоять из CD3γ- цепи CD3γ,CD3δ- CD3δ-цепи, двух CD3ε- 

CD3ε- цепей, гомодимера CD3ζ,- цепей, цепи ТКРγуу и цепи ТКРδ. 

"Компонент ТКР комплекса", используемый в данном документе, относится к цепи ТКР (то есть 

ТКРα, ТКРβ, ТКРγуу или ТКРδ), цепи CD3 (то есть CD3γ,CD3δ, CD3ε или CD3ζ) или комплексу, образо-

ванному двумя или более цепями ТКР или цепями CD3 (например, комплекс ТКРα и ТКРβ, комплекс 

ТКРγ и ТКРδ, комплекс CD3ε и CD3δ, комплекс CD3γ и CD3ε или комплекс суб-ТКР ТКРα, ТКРβ, 

CD3γ,CD3δ и две цепи CD3ε). 

Термин "антитело-зависимая клеточно-опосредованная цитотоксичность" и "АЗКЦ", используемые 

в данном описании, относятся к клеточно-опосредуемому процессу, в котором неспецифические цито-

токсические клетки, которые экспрессируют Fc-γ R (например, моноцитарные клетки, такие как клетки 

естественные киллеры (NK - Natural Killer) и макрофаги), распознают связанное антитело (или другой 

белок, способный связываться с Fcγ R) на клетке - мишени и впоследствии вызывают лизис клетки - ми-

шени. В принципе, любые эффекторные клетки с активирующим Fcγ R могут быть индуцированы в каче-

стве посредника АЗКЦ. Первичными клетками для опосредования АЗКЦ, являются NK - клетки, которые 

экспрессируют только Fcγ RIII, тогда как моноциты, в зависимости от их состояния активации, локали-

зации, или дифференциации, могут экспрессировать Fcγ RI, Fcγ RII и FcγRIII. Для обзора по экспрессии 

FcγR на гемопоэтических клетках, см., например, Ravetch et al., 1991, Annu. Rev. Immunol., 9:457-92. 

Термин "обладающий АЗКЦ активностью", используемый в данном документе в отношении поли-

пептида или белка, означает, что полипептид или белок (например, тот, который содержит шарнирную 

область иммуноглобулина и константную область иммуноглобулина, имеющую СН2 и СН3-домены, та-

кие как происходящие от IgG (например, IgG1)), способны опосредовать антитело-зависимую клеточно-

опосредованную цитотоксичность (АЗКЦ), через связывание цитолитического Fc-рецептора (например, 

FcγRIII) на цитолитической иммунной эффекторной клетке, экспрессирующей Fc-рецептор (например, 

NK-клетка). 

"Комплементзависимая цитотоксичность" и "CDC" в контексте данного описания относятся к про-

цессу, в котором компоненты в нормальной сыворотке ("комплемент") вместе с антителом или другим 

C1q-комплементсвязывающим белком, связанным с антигеном-мишенью, демонстрируют лизис клетки-

мишени, экспрессирующей антиген-мишень. Комплемент состоит из группы сывороточных белков, ко-

торые действуют согласованно и в упорядоченной последовательности, чтоб оказывать определённое 

действие. 

Используемые в данном документе термины "классический путь комплемента" и "классическая си-

стема комплемента" являются синонимами и относятся к конкретному пути активации комплемента. 

Классический путь требует комплексов антиген-антитело для инициации и включает упорядоченную 

активацию девяти основных белковых компонентов, обозначенных от С1 до С9. На нескольких этапах 

процесса активации продукт представляет собой фермент, который катализирует последующую стадию. 

Этот каскад обеспечивает усиление и активацию большого количества комплемента относительно не-
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большим начальным сигналом. 

Термин "обладающий активностью CDC", используемый в данном документе в отношении поли-

пептида или белка, означает, что полипептид или белок (например, тот, который содержит шарнирную 

область иммуноглобулина и константную область иммуноглобулина, имеющую СН2 и СН3-домены, та-

кие как происходящие от IgG (например, IgG1)) способен опосредовать комплемент-зависимую цитоток-

сичность (CDC) посредством связывания белка комплемента C1q и активации классической системы 

комплемента. В одном варианте осуществления изобретения рекомбинантный полипептид был модифи-

цирован для уменьшения активности CDC. 

Термины "перенаправленная цитотоксичность Т-клеток" и "RTCC" в контексте данного описания 

относятся к процессу, опосредованному Т-клетками, в котором цитотоксические Т-клетки рекрутируют-

ся к клетке-мишени с использованием мультиспецифического белка, который способен специфически 

связывать, как цитотоксическую Т-клетку, так и клетку-мишень, и, таким образом, зависимый от мишени 

цитотоксический ответ Т-клетки вызывается против клетки-мишени. Полипептиды и белки, содержащие 

анти- CD123 и анти-CD3-связывающие домены, как описано в данном документе, способны к RTCC. 

Как используется в данном документе термин "лечение", "лечить" или "улучшение" относится либо 

к терапевтическому лечению, либо к профилактическому/превентивному лечению. Лечение является 

терапевтическим, если по меньшей мере один симптом заболевания у индивидуума, получающего лече-

ние, улучшается или лечение может отсрочить ухудшение прогрессирующего заболевания у индивидуу-

ма или предотвратить возникновение дополнительных сопутствующих заболеваний. 

Как используется в данном документе термин "терапевтически эффективное количество (или доза)" 

или "эффективное количество (или доза)" конкретной связывающей молекулы или соединения относится 

к такому количеству соединения, которое достаточно, чтобы привести к ослаблению одного или не-

скольких симптомов заболевания, которое лечат, статистически значимым образом или статистически 

значимое улучшение функции органов. Когда речь идет об отдельном активном ингредиенте, вводимом 

отдельно, терапевтически эффективная доза относится только к этому ингредиенту. Применительно к 

комбинации терапевтически эффективная доза относится к объединенным количествам активных ингре-

диентов, которые приводят к терапевтическому эффекту, вводятся ли они последовательно или одновре-

менно (в одной и той же композиции или одновременно в отдельных композициях). 

Как используется в данном документе термин "трансформация", "трансфекция" и "трансдукция" 

относятся к переносу нуклеиновой кислоты (то есть нуклеотидного полимера) в клетку. Как использует-

ся в данном документе термин "генетическая трансформация" относится к переносу и включению ДНК, 

особенно рекомбинантной ДНК, в клетку. Переносимая нуклеиновая кислота может быть введена в клет-

ку посредством экспрессионного вектора. 

Как используется в данном документе термин "вариант" или "варианты" относится к нуклеиновой 

кислоте или полипептиду, отличающимся от эталонной нуклеиновой кислоты или полипептида, но со-

храняющим их существенные свойства. Как правило, варианты в целом очень похожи и во многих об-

ластях идентичны эталонной нуклеиновой кислоте или полипептиду. Например, вариант может демонст-

рировать по меньшей мере примерно 70%, по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере при-

мерно на 90%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей мере 

примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98% или по меньшей мере около 99% идентичности 

последовательности по сравнению с активной частью или полноразмерной эталонной нуклеиновой ки-

слотой или полипептидом. 

Термины "вариабельная область легкой цепи" (также называемая "вариабельный домен легкой це-

пи" или "VL" или VL) и "вариабельная область тяжелой цепи" (также называемая "вариабельный домен 

тяжелой цепи" или "VH" или VH) относится к вариабельной области связывания легкой и тяжелой цепи 

антитела, соответственно. Вариабельные области связывания состоят из дискретных, четко определен-

ных подобластей, известных как "определяющие комплементарность области" (CDR) и "каркасные об-

ласти" (FR), обычно составляющие порядок FR1-CDR1-FR2-CDR2-FR3-CDR3 -FR4 от аминоконца до 

карбоксильного конца. В одном варианте осуществления FR являются гуманизированными. Термин "CL" 

относится к "константной области легкой цепи иммуноглобулина" или "константной области легкой це-

пи", то есть константной области легкой цепи антитела. Термин "СН" относится к "константной области 

тяжелой цепи иммуноглобулина" или "константной области тяжелой цепи", которая дополнительно де-

лится в зависимости от изотипа антитела на CH1, CH2 и СН3-домены (IgA, IgD, IgG) или CH1, CH2, СН3 

и СН4-домены (IgE, IgM). "Fab" (фрагмент, связывающий антиген) представляет собой часть антитела, 

которая связывается с антигенами и включает вариабельную область и СН1-домен тяжелой цепи, связан-

ный с легкой цепью через межцепную дисульфидную связь. 

Данное раскрытие описывает связывающие домены, которые специфически связывают CD123 (на-

пример, человеческий CD123), а также полипептиды и белки, содержащие эти связывающие домены. В 

некоторых вариантах осуществления CD123-связывающие белки и полипептиды содержат второй связы-

вающий домен, который может связываться с CD123 или с другой мишенью. Эти полипептиды и белки, 

включающие связывающие домены этого изобретения могут дополнительно содержать константные об-

ласти иммуноглобулина, линкерные пептиды, шарнирную область, домены димериза-
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ци/гетеродимеризации иммуноглобулинов, соединительные аминокислоты, тэги и т.д. Эти компоненты 

раскрытых полипептидов и белков более подробно описаны ниже. 

Кроме того, CD123-связывающие полипептиды и белки, раскрытые в данном документе, могут 

быть в форме антитела или слитого белка любого из множества различных форматов (например, слитый 

белок может быть в форме CD123-связывающей биспецифической или мультиспецифической молеку-

лы). Неограничивающие примеры биспецифических молекул включают молекулу scFv-Fc-scFv. Некото-

рые биспецифические молекулы содержат или состоят из scFv анти-CD123, связанного со вторым связы-

вающим доменом scFv, и не включают другие последовательности, такие как константная область имму-

ноглобулина. В других вариантах осуществления CD123-связывающий белок представляет собой диате-

ло. 

CD123-связывающий белок в соответствии с данным раскрытием обычно включает по меньшей ме-

ре одну CD123-связывающую полипептидную цепь, содержащую: (a) CD123-связывающий домен, как 

изложено в данном документе. В некоторых вариантах полипептид, связывающий CD123, дополнитель-

но включает (b) карбоксильный конец шарнирной области к CD123-связывающему домену и (с) кон-

стантную область иммуноглобулина. В дополнительных вариантах полипептид, связывающий CD123, 

дополнительно включает (d) карбокситерминальный линкер, который является карбокситерминальным 

по отношению к константной области иммуноглобулина, и (е) второй связывающий домен карбокси-

терминальный по отношению к карбокси-терминальному линкеру. 

В еще других вариантах полипептид, связывающий CD123 содержит (b) шарнирную область, кото-

рая является амино-терминальной по отношению к CD123-связывающему домену и (с) субобласть им-

муноглобулина, которая является амино-терминальной по отношению к шарнирной области. 

В некоторых вариантах осуществления рекомбинантные полипептиды способны к гомодимериза-

ции, обычно посредством дисульфидной связи, через константную область иммуноглобулина и/или шар-

нирную область (например, через константную область иммуноглобулина, содержащую СН2 и СН3-

домены IgG и шарнирную область IgG). Таким образом, в определенных вариантах осуществления дан-

ного раскрытия два идентичных одноцепочечных CD123-связывающих полипептида гомодимеризуются 

с образованием димерного CD123-связывающего белка. Пример гомодимера по данному изобретению 

представлен на фиг. 11. 

В других вариантах осуществления полипептид, связывающий CD123, включает домен гетеродиме-

ризации, который способен гетеродимеризоваться с другим гетеродимеризационным доменом во второй 

неидентичной полипептидной цепи. В определенных вариантах вторая полипептидная цепь для гетеро-

димеризации включает второй связывающий домен. Соответственно, в определенных вариантах осуще-

ствления данного раскрытия две неидентичные полипептидные цепи, одна из которых содержит CD123-

связывающий домен, а вторая, необязательно, включает второй связывающий домен, димеризуются с 

образованием гетеродимерного CD123-связывающего белка. Примеры типов гетеродимеров включают 

те, которые описаны в публикации заявки на патент США № 2013/0095097 и US 2013/0129723. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен, белок или полипептид конъю-

гируют с лекарственным средством или токсическим фрагментом. 

CD123-связывающие полипептиды, белки и их различные компоненты, используемые в терапевти-

ческих средствах по данному изобретению, дополнительно описаны ниже. 

Как указано выше, данное раскрытие относится к связывающим доменам, которые специфически 

связывают CD123. В некоторых вариантах CD123-связывающий домен способен конкурировать за свя-

зывание с CD123 с антителом, имеющим области VL и VH, имеющие аминокислотные последовательно-

сти, продемонстрированные в SEQ ID NO: 194 и SEQ ID NO: 196 соответственно (например, 12F1). Мы-

шиное анти-CD123-антитело 12F1 описано, например, в публикации заявки на патент США № 

2013/041739 и Kuo et al. (2012) Protein Eng Design Select, p 1-9. 

CD123-связывающий домен может содержать последовательности, продемонстрированные в табл. 

3, а некоторые соответствующие SEQ ID NO суммированы в табл. 6. В некоторых вариантах осуществ-

ления CD123-связывающий домен содержит (i) вариабельную область легкой цепи (VL) иммуноглобули-

на, содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуногло-

булина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2, и HCDR3 с HCDR1, содержащую аминокислотную по-

следовательность, представленную в SEQ ID NO: 12, с HCDR2, содержащую аминокислотную последо-

вательность, представленную в SEQ ID NO: 14, и с HCDR3, содержащую аминокислотную последова-

тельность, представленную в SEQ ID NO: 16. В некоторых вариантах осуществления CD123-

связывающий домен содержит (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержа-

щую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина  (VH), 

содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В некоторых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 

имеет аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 6, или последовательность, 

которая отличается от SEQ ID NO: 6 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет 

аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 8, или последовательность, которая 

отличается от SEQ ID NO: 8 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 10, или последовательность, которая от-
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личается от SEQ ID NO: 10 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 12, или последовательность, которая от-

личается от SEQ ID NO: 12 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет амино-

кислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, или последовательность, которая от-

личается от SEQ ID NO: 14 по меньшей мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет ами-

нокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16, или последовательность, которая 

отличается от SEQ ID NO: 16 по меньшей мере одной аминокислотной заменой. Описанная выше амино-

кислотная замена может быть консервативной или неконсервативной аминокислотной заменой. В неко-

торых вариантах осуществления LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от 

указанной последовательности на 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осу-

ществления CDR по данному раскрытию содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 

5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, 

около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, 

консервативных аминокислотных замен или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию 

вышеуказанных изменений по сравнению с последовательностью CDR известного моноклонального ан-

титела. Например, данное изобретение включает рекомбинантный полипептид, содержащий: (i) LCDR1, 

имеющий аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 6, или последователь-

ность, которая отличается от SEQ ID NO: 6 одной или двумя аминокислотными заменами; (ii) LCDR2, 

имеющий аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 8, или последователь-

ность, которая отличается от SEQ ID NO: 8 одной или двумя аминокислотными заменами; (iii) LCDR3, 

имеющий аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 10, или последователь-

ность, которая отличается от SEQ ID NO: 10 одной или двумя аминокислотными заменами; (iv) HCDR1, 

имеющий аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 12, или последователь-

ность, которая отличается от SEQ ID NO: 12 одной или двумя аминокислотными заменами; (v) HCDR2, 

имеющий аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 14, или последователь-

ность, которая отличается от SEQ ID NO: 14 одной или двумя аминокислотными заменами; и (vi) 

HCDR3, имеющий аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 16, или после-

довательность, которая отличается от SEQ ID NO: 16 одной или двумя аминокислотными заменами. 

Описанная выше аминокислотная замена может быть консервативной или неконсервативной аминокис-

лотной заменой. 

В родственых вариантах осуществления рекомбинантный полипептид по данному изобретению со-

держит или представляет собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по 

меньшей мере примерно на 85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, 

по меньшей мере примерно на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 

93%, по меньшей мере примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере пример-

но на 96%, по меньшей мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере 

примерно на 99%, по меньшей мере примерно на 99,5% или 100% идентичны аминокислотной последо-

вательности вариабельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 2) или вариабельной облас-

ти тяжелой цепи (VH) (например, SEQ ID NO: 4), или обеим. В одном варианте осуществления CD123-

связывающий домен рекомбинантного полипептида представляет собой scfv, содержащий вариабельную 

тяжелую цепь, содержащую SEQ ID NO: 4, и вариабельную легкую цепь, содержащую SEQ ID NO: 2, в 

ориентации VHVL. В другом варианте осуществления CD123-связывающий домен рекомбинантного 

полипептида представляет собой scFv, содержащий вариабельную легкую цепь, содержащую SEQ ID 

NO: 2, и вариабельную тяжелую цепь, содержащую SEQ ID NO: 4, в ориентации VLVH. Например, в 

определенных вариантах осуществления полипептид по данному изобретению содержит аминокислот-

ную последовательность SEQ ID NO: 130 или SEQ ID NO: 132. Данное изобретение включает рекомби-

нантный полипептид, который имеет по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере при-

мерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей мере 

примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по меньшей 

мере примерно на 99,5% или 100% идентичности аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 130 

или SEQ ID NO: 132. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 22, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 22 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 24, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 24 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 26, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 26 по меньшей 
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мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 28, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 28 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 30, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 30 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 32, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 32 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консерва-

тивной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления LCDR1, 

LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности на 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному раскрытию 

содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или 

нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких (например, 

около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокислотных замен 

или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных изменений по сравне-

нию с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5% или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 18) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 20), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 22, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 22 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 24, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 24 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 26, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 26 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 36, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 36 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 38, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 38 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 40, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 40 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консерва-

тивной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления LCDR1, 

LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности на 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному раскрытию 

содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или 

нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких (например, 

около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокислотных замен 

или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных изменений по сравне-

нию с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере, примерно на 95%, по меньшей мере, примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5%или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 18) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 34), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 22, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 22 по меньшей 
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мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 24, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 24 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 26, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 26 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 44, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 44 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 46, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 46 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 48, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 48 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консерва-

тивной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления LCDR1, 

LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности на 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному раскрытию 

содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или 

нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких (например, 

около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокислотных замен 

или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных изменений по сравне-

нию с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5%, или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 18) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 42), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 22, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 22 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 24, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 24 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 26, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 26 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 100, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 100 по мень-

шей мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, ука-

занную в SEQ ID NO: 102, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 102 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, указан-

ную в SEQ ID NO: 104, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 104 по меньшей мере 

одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консервативной 

или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления LCDR1, 

LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности на 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному раскрытию 

содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или 

нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких (например, 

около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокислотных замен 

или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных изменений по сравне-

нию с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере, примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5%, или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 18) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 98), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную об-
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ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 22, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 22 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 24, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 24 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 26, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 26 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 116, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 116 по мень-

шей мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 118, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 118 по мень-

шей мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, 

представленную в SEQ ID NO: 120, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 120, по 

меньшей мере, одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть 

консервативной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления 

LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности 

на 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному 

раскрытию содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, око-

ло одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких 

(например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокис-

лотных замен или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных измене-

ний по сравнению с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5%, или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 18) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 114), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 22, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 22 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 24, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 24 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 26, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 26 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, указан-

ную в SEQ ID NO: 124, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 124 по меньшей мере 

одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представлен-

ную в SEQ ID NO: 126, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 126 по меньшей мере 

одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 128, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 128 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консерва-

тивной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления LCDR1, 

LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности на 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному раскрытию 

содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или 

нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких (например, 

около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокислотных замен 

или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных изменений по сравне-

нию с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 
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меньшей мере примерно на 99,5%, или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 18) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 122), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 54, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 54 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 56, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 56 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 58, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 58 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 60, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 60 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 62, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 62 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 64, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 64 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консерва-

тивной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления LCDR1, 

LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности на 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному раскрытию 

содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или 

нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких (например, 

около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокислотных замен 

или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных изменений по сравне-

нию с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5% или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 50) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 52), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 70, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 70 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 72, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 72 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 74, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 74 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 76, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 76 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 78, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 78 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 80, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 80, по мень-

шей мере, одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консер-

вативной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления 

LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности 

на 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному 

раскрытию содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, око-

ло одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких 

(например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокис-

лотных замен или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных измене-

ний по сравнению с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 
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85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5% или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 66) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 68), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную об-

ласть легкой цепи иммуноглобулина (VL), содержащую CDR LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), содержащую CDR HCDR1, HCDR2 и HCDR3. В не-

которых таких вариантах осуществления (i) LCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 86, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 86 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (ii) LCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 88, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 88 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iii) LCDR3 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 90, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 90 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (iv) HCDR1 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 92, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 92 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; (v) HCDR2 имеет аминокислотную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 94, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 94 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой; и (vi) HCDR3 имеет аминокислотную последовательность, пред-

ставленную в SEQ ID NO: 96, или последовательность, которая отличается от SEQ ID NO: 96 по меньшей 

мере одной аминокислотной заменой. Описанная выше аминокислотная замена может быть консерва-

тивной или неконсервативной аминокислотной заменой. В некоторых вариантах осуществления LCDR1, 

LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 и/или HCDR3 отличаются от указанной последовательности на 1, 2, 3, 

4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот. В некоторых вариантах осуществления CDR по данному раскрытию 

содержит около одной или нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) вставок, около одной или 

нескольких (например, около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) делеций, около одной или нескольких (например, 

около 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10) аминокислотных замен (например, консервативных аминокислотных замен 

или неконсервативных аминокислотных замен) или комбинацию вышеуказанных изменений по сравне-

нию с последовательностью CDR известного моноклонального антитела. 

В родственных вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит или представляет 

собой последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 

85%, по меньшей мере примерно на 88%, по меньшей мере примерно на 90%, по меньшей мере пример-

но на 91%, по меньшей мере примерно на 92%, по меньшей мере примерно на 93%, по меньшей мере 

примерно на 94%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99%, по 

меньшей мере примерно на 99,5% или на 100% идентична аминокислотной последовательности вариа-

бельной области легкой цепи (VL) (например, SEQ ID NO: 82) или вариабельной области тяжелой цепи 

(VH) (например, SEQ ID NO: 84), или и той и другой. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит гуманизированные 

области VL и/или VH иммуноглобулина. Способы гуманизации областей VL и VH иммуноглобулина из-

вестны в данной области и обсуждаются, например, в публикации заявки на патент США № 

2006/0153837. В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий домен содержит области VL 

и/или VH иммуноглобулина человека. 

Ожидается, что "гуманизация" приведет к антителу, которое будет менее иммуногенным с полным 

сохранением антигенсвязывающих свойств исходной молекулы. Чтобы сохранить все антигенсвязываю-

щие свойства исходного антитела, структура его антигенсвязывающего сайта должна быть воспроизве-

дена в "гуманизированной" версии. Этого можно достичь, прививая только нечеловеческие CDR на че-

ловеческие вариабельные каркасные домены и константные области с сохранением или без сохранения 

критических каркасных остатков (Jones et al., Nature 321: 522 (1986); Verhoeyen et al., Science 239: 1539 

(1988)) или путем рекомбинации целых нечеловеческих вариабельных доменов (для сохранения лиганд-

связывающих свойств), но "маскирования" их человеческой поверхностью путем разумной замены экс-

понированных остатков (для снижения антигенности) (Padlan, Molec. Immunol. 28:489 (1991)). 

По сути, гуманизация с помощью прививки CDR включает рекомбинацию только CDR нечеловече-

ского антитела в каркас вариабельной области человека и константную область человека. Теоретически 

это должно существенно снизить или устранить иммуногенность (за исключением случаев, когда суще-

ствуют аллотипические или идиотипические различия). Однако ранее сообщалось, что некоторые кар-

касные остатки исходного антитела также могут нуждаться в сохранении (Reichmann et al., Nature, 332: 

323 (1988); Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86:10,029 (1989)). 

Остатки каркаса, которые необходимо сохранить, поддаются идентификации с помощью компью-

терного моделирования. Альтернативно, критические каркасные остатки могут быть потенциально иден-
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тифицированы путем сравнения известных структур антигенсвязывающих сайтов (Padlan, Molec. Immu-

nol, 31 (3): 169-217 (1994), включена в данный документ посредством ссылки). 

Остатки, которые потенциально влияют на связывание антигена, делятся на несколько групп. Пер-

вая группа включает остатки, которые соприкасаются с поверхностью сайта антигена, которые, следова-

тельно, могут вступать в прямой контакт с антигенами. Эти остатки включают аминоконцевые остатки и 

те, которые примыкают к CDR. Вторая группа включает в себя остатки, которые могут изменить струк-

туру или относительное выравнивание CDR либо путем контакта с CDR, либо с другой пептидной цепью 

в антителе. Третья группа включает аминокислоты со скрытыми боковыми цепями, которые могут вли-

ять на структурную целостность вариабельных доменов. Остатки в этих группах обычно находятся в од-

них и тех же положениях (Padlan, 1994, выше), хотя их идентифицированные положения могут разли-

чаться в зависимости от системы нумерации (см. Kabat et al., "Sequences of proteins of immunological in-

terest, 5th ed., Pub. No. 91-3242, U. S. Dept. Health & Human Services, NIH, Bethesda, Md., 1991). 

Знания о гуманизированных антителах в данной области техники применимы к полипептидам со-

гласно раскрытию, даже если эти полипептиды не являются антителами. 

В некоторых вариантах осуществления данное раскрытие относится к CD123-связывающим доме-

нам, причем (i) вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную после-

довательность, которая по меньшей мере на 88%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по 

меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2, и вариабельная об-

ласть тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по мень-

шей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислот-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 4; (ii) вариабельная область легкой цепи имму-

ноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 88%, по 

меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по 

меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 18, и вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по 

меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или 

по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

20; (iii) вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере на 88%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей 

мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична 

аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, и вариабельная область тяжелой 

цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 

97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последователь-

ности, представленной в SEQ ID NO: 34; (iv) вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина со-

держит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 

90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере, на 

98% или, по меньшей мере, на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в 

SEQ ID NO: 18, и вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную по-

следовательность, которая, по меньшей мере,на 85%, по меньшей мере, на 90%, по меньшей мере, на 

92%, по меньшей мере, на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере 

на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 42; (v) вариа-

бельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая 

по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, 

по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокис-

лотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 50, и вариабельная область тяжелой цепи им-

муноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по 

меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по 

меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 52; (vi) вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по 

меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или 

по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

66, и вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей 

мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична 

аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 68; (vii) вариабельная область лег-

кой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 
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97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последователь-

ности, представленной в SEQ ID NO: 82, и вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содер-

жит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, 

по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% 

или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 84; (viii) вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по 

меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, и вариабельная об-

ласть тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по мень-

шей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислот-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 122; (ix) вариабельная область легкой цепи им-

муноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по 

меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по 

меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 18, и вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по 

меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или 

по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

98; (х) вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей 

мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична 

аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, и вариабельная область тяжелой 

цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 

97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последователь-

ности, представленной в SEQ ID NO: 106; или (xi) вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина 

содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 

90%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 

98% или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в 

SEQ ID NO: 18, и вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную по-

следовательность, которая по меньшей мере 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мер, на 92%, по 

меньшей мере на 95% при по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 114. 

В других вариантах осуществления каждый CDR содержит не более одной, двух или трех замен, 

вставок или делеций по сравнению с моноклональным антителом или его фрагментом или производным, 

которое специфически связывается с представляющей интерес мишенью (например, CD123). 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий белок может содержать один или не-

сколько дополнительных связывающих доменов (например, второй связывающий домен), которые свя-

зывают мишень, отличную от CD123. Эти другие связывающие домены могут содержать, например, кон-

кретный цитокин или молекулу, которая нацеливает полипептид с указанным связывающим доменом на 

определенный тип клеток, токсин, дополнительный рецептор клетки, антитело и т.д. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающая молекула или белок может содержать 

Т-клеточный связывающий домен для рекрутирования Т-клеток для нацеливания на клетки, экспресси-

рующие CD123. В определенных вариантах осуществления CD123-связывающий белок, как описано в 

данном документе, может включать (i) связывающий домен, который специфически связывает ТКР ком-

плекс или его компонент (например, ТКРα, ТКРβ, CD3γ,CD3δ и CD3ε) и (ii) другой связывающий домен, 

который специфически связывается с CD123. CD123-связывающий белок может использовать по суще-

ству любой связывающий домен, который связывается с Т- клеткой, например связывающий домен, про-

исходящий из антитела. Иллюстративные антитела анти-CD3, из которых может быть получен CD3-

связывающий домен, включают моноклональное антитело CRIS-7 (Reinherz, EL et al. (Eds.), Leukocyte 

typing II, Springer Verlag, New York, (1986); VL и VH последовательности аминокислот, соответственно, 

продемонстрированы в SEQ ID NO: 209: 

(QVVLTQSPAIMSAFPGEKVTMTCSASSSVSYMNWYQQKSGTSPKRWIYDSSKLAS-

GVPARFSGSGSGTSYSLTISSMETEDAATYYCQQWSRNPPTFGGGTKLQITR) и SEQ ID NO: 210 

(QVQLQQSGAELARPGASVKMSCKASGYTFTRSTMHWVKQRPGQGLEWIGYINPSSAY-

TNYNQKFKDKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCASPQVHYDYNGFPYWGQGTLVTVSA)); 

HuM291 (Chau et al. (2001) Transplantation 71:941-950; VL и VH аминокислотные последовательности, со-

ответственно, продемонстрированы в SEQ ID NO: 211: 

(DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCSASSSVSYMNWYQQKPGKAPKRLIYDTSKLAS-

GVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQWSSNPPTFGGGTKVEIK) и SEQ ID NO: 212 
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(QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFISYTMHWVRQAPGQGLEWMGYINPRSGY-

THYNQKLKDKATLTADKSASTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSAYYDYDGFAYWGQGTLVTVSS)); 

моноклональное антитело ВС3 (Anasetti et al. (1990) J. Exp. Med. 172: 1691); моноклональное антитело 

ОКТ3 (Ortho multienter Transplant Study Group (1985) N. Engl. J. Med. 313: 337) и его производные, такие 

как ОКТ3 ala-ala (также называемое OKT3 AA-FL или OKT3 FL), гуманизированный вариант Fc с заме-

нами аланина в положениях 234 и 235 (Herold et al. (2003) J. Clin. Invest. 11:409)); висилизумаб (Carpenter 

et al. (2002) Blood 99: 2712), моноклональное антитело G19-4 (Ledbetter et al., 1986, J. Immunol. 136: 

3945), моноклональное антитело 145-2С11 (Hirsch et al. (1988) J. Immunol. 140: 3766) и моноклональное 

антитело I2C (см., например, US 2011/0293619 и US 20120244162). Например, CD3-связывающий домен 

может содержать CD3-связывающий домен, раскрытый в публикации заявки на патент США № 

2012/0244162, включая CD3-связывающий домен, содержащий область VL, выбранную из SEQ ID NO: 

17, 21, 35, 39, 53, 57, 71, 75, 89, 83, 107, 111, 125, 129, 143, 147, 161, 165, 179 и 183 US 2012/0244162 и/или 

область VH, выбранную из SEQ ID NO: 15, 19, 33, 37, 51, 55, 69, 73, 87, 91. 105, 109, 123, 127, 141, 145, 

159, 163, 177 и 181 US 2012/0244162. В некоторых вариантах осуществления CD3-связывающий домен 

содержит аминокислотную последовательность, выбранную из SEQ ID NO: 23, 25, 41,43, 59, 61,77, 79, 

95, 97, 113, 115, 131, 133, 149, 151., 167, 169, 185 и 187 из патента США 2012/0244162. В некоторых вари-

антах осуществления CD3-связывающий домен представляет собой домен, описанный в WO 

2004/106380, WO 2005/040220А1, US 2014/0099318 или полученный из его CD3-связывающего домена. 

Иллюстративным антителом против ТКР является моноклональное антитело ВМА031 (Borst et al. (1990) 

Human Immunology 29:175-188). CD3-связывающий домен может быть получен из любого из антител или 

последовательностей, описанных в WO 2013/158856 (полностью включено в данное описание посредст-

вом ссылки). В некоторых вариантах второй CD123-связывающий домен-связывающего полипептида, 

описанный в данном документе, содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, со-

держащую LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, со-

держащую HCDR1, HCDR2, и HCDR3, причем (a) LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные по-

следовательности, представленные в SEQ ID NO: 162, 163 и 164 соответственно, и HCDR1, HCDR2 и 

HCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представленные в SEQ ID NO: 165, 166 и 167 соот-

ветственно; или (b) LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представлен-

ные в SEQ ID NO: 168, SEQ ID NO: 169 и SEQ ID NO: 170, соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 

имеют амино кислотные последовательности указанные в SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172 и SEQ ID 

NO: 173 соответственно. В других аспектах второй CD123-связывающий домен-связывающего полипеп-

тида, описанный в данном документе, включает: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобули-

на, содержащую LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, 

содержащую HCDR1, HCDR2, и HCDR3, причем (a) LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные 

последовательности, представленные в SEQ ID NO: 171, 172 и 173, соответственно, и HCDR1, HCDR2 и 

HCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представленные в SEQ ID NO: 174, 175 и 176 соот-

ветственно; или (b) LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представлен-

ные в SEQ ID NO: 176, 177 и 178, соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют аминокислотные 

последовательности, представленные в SEQ ID NO: 179, 180 и 181 соответственно. В некоторых вариан-

тах осуществления второй CD123-связывающий домен-связывающего полипептида, описанный в данном 

документе, содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую LCDR1, 

LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую HCDR1, 

HCDR2, и HCDR3, причем (a) LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, 

представленные в SEQ ID NO: 182, 183 и 184 соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют амино-

кислотные последовательности, представленные в SEQ ID NO: 185, 186 и 187 соответственно; или (b) 

LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представленные в SEQ ID NO: 

188, 189 и 190, соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют аминокислотные последовательно-

сти, представленные в SEQ ID NO: 191, 192 и 193 соответственно. В некоторых аспектах вторые связы-

вающие домены, содержащие последовательности CDR, указанные в этом параграфе, являются гумани-

зированными. 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающего белка, включающего второй связы-

вающий домен, который специфически связывает CD3ε, второй связывающий домен конкурирует за свя-

зывание с CD3ε с моноклональным антителом CRIS-7, HuM291 или I2C. В некоторых вариантах CD3-

связывающий домен включает вариабельную область легкой цепи (VL) иммуноглобулина и вариабель-

ную область тяжелой цепи иммуноглобулина (VH), полученную из моноклонального антитела CRIS-7, 

HuM291 или I2C (например, VL и VH второго связывающего домена могут представлять собой гуманизи-

рованные вариабельные области, включающие, соответственно, CDR легкой цепи и CDR тяжелой цепи 

моноклонального антитела). Второй связывающий домен может содержать вариабельную область легкой 

цепи, вариабельную область тяжелой цепи или оба из CD3-связывающих доменов DRA222, TSC455 или 

TSC456. Аминокислотные последовательности DRA222, TSC455 и TSC456 представлены в табл. 3. Свя-

зывающие домены DRA222 также описаны в WO 2013/158856. TSC455 также может упоминаться как 
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TSC394 F87Y. TSC455 также может упоминаться как TSC394 E86D F87Y или TSC394 DY. В некоторых 

вариантах осуществления второй связывающий домен специфически связывает CD3 и содержит вариа-

бельную область легкой цепи иммуноглобулина и вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобули-

на; причем вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере примерно на 93% идентична, по меньшей мере примерно на 95% 

идентична, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 98% идентична 

или по меньшей мере примерно, на 99% идентична аминокислотной последовательности в SEQ ID NO: 

157 или по меньшей мере примерно на 94% идентична, по меньшей мере примерно на 95% идентична, по 

меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 98% идентична или по мень-

шей мере примерно, на 99% идентична аминокислотной последовательности в SEQ ID NO: 158; и причем 

вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно на 82% идентична, по меньшей мере примерно на 85% идентична, по 

меньшей мере примерно на 87% идентична, по меньшей мере примерно, на 90% идентична, по меньшей 

мере примерно на 92% идентична, по меньшей мере примерно на 95% идентична, по меньшей мере при-

мерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 98% идентична или по меньшей мере примерно 

на 99% идентична аминокислотной последовательности в SEQ ID NO: 159. В некоторых вариантах осу-

ществления полипептид, связывающий CD123 или белок, дополнительно содержащий CD3-

связывающий домен, может иметь низкий уровень высокомолекулярных агрегатов, продуцируемых во 

время рекомбинантной экспрессии полипептида или белка, полипептид, связывающий CD123 или белок, 

дополнительно содержащий CD3-связывающий домен может иметь относительно длинную стабильность 

в сыворотке человека, в зависимости от CD3-связывающего домена, присутствующего в полипептиде 

или белке. 

В некоторых вариантах осуществления второй CD123-связывающий домен-связывающего поли-

пептида, описанный в данном документе, представляет собой CD3-связывающий домен и содержит одну 

или несколько CD3-связывающих последовательностей (например, CDR или вариабельных областей), 

раскрытых в патенте США 2013/0129730, патенте США 2011/0293619, патенте США 7635472, WO 

2010/037836, WO 2004/106381 или WO 2011/121110; каждый из которых включен в данный документ 

посредством ссылки во всей их полноте. В некоторых вариантах осуществления CD3-связывающий до-

мен содержит одну или несколько из следующих последовательностей: 

 
В различных вариантах осуществления CD3-связывающий домен содержит одну или несколько из 

следующих последовательностей: 

 
В некоторых вариантах осуществления полипептид, связывающий CD123, используемый в описан-

ных в данном документе способах и композициях, представляет собой биспецифическую одноцепочеч-

ную молекулу, содержащую CD123-связывающий домен и CD3-связывающий домен. В некоторых вари-

антах осуществления CD123- и/или CD3- связывающий домен происходит из антитела и содержит ва-

риабельную тяжелую цепь (VH) и вариабельную легкую цепь (VL). Например, scFv содержит VH и VL. 

Эти связывающие домены и вариабельные цепи могут быть расположены в любом порядке, который все 

еще сохраняет некоторую связывающую активность с мишенью(ями). Например, вариабельные домены 

могут быть расположены в таком порядке, как VH CD123-VL CD123-VH CD3-VL CD3; VL CD123-VH 

CD123-VH CD3-VL CD3; VH CD123-VL CD123-VL CD3-VH CD3; VL CD123-VH CD123-VL CD3-VH 

CD3; VH CD3-VL CD3-VH CD123-VL CD123; VL CD3-VH CD3-VL CD123-VH CD123; VH CD3-VL 

CD3-VL CD123-VH CD123; или VL CD3-VH CD3-VH CD123-VL CD123. Пары VH-областей и VL-

областей в связывающем домене, связывающемся с CD3, могут быть в формате одноцепочечного анти-

тела (scFv). области VH и VL могут быть расположены в порядке VH-VL или VL-VH. В некоторых вари-

антах осуществления scFv может связываться с CD123 более эффективно, чем антитело, содержащее 
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одинаковые последовательности областей VH и VL в одинаковой ориентации. В определенных вариан-

тах осуществления scFv может более эффективно связываться с CD123 в ориентации VL-VH, чем в ори-

ентации VH-VL, или наоборот (см., например, Пример 2). VH-область может быть расположена на N-

конце относительно последовательности линкера. Область VL может быть расположена на С-конце от-

носительно последовательности линкера. Расположение доменов в CD3-связывающем домене биспеци-

фической одноцепочечной молекулы может быть VH-VL, причем указанный CD3-связывающий домен 

расположен на С-конце относительно CD123-связывающего домена. Биспецифичная молекула может 

содержать scFV-связывающийся с CD123, соединенный с scFv связывающим CD3. Эти scFV могут быть 

связаны коротким пептидом. В некоторых вариантах осуществления биспецифические одноцепочечные 

молекулы не содержат шарнирную область или константную область (см., например, US 2013/0295121, 

WO 2010/037836, WO 2004/106381 и WO 2011/121110; каждая из них включена в данный документ по-

средством ссылки во всей их полноте). 

В некоторых вариантах осуществления связывающий домен представляет собой одноцепочечный 

Fv-фрагмент (scFv), который содержит области VH и VL, специфичные для мишени представляющей ин-

терес. В некоторых вариантах осуществления области VH и VL являются человеческими или гуманизиро-

ванными. 

В некоторых вариантах связывающий домен представляет собой одноцепочечный Fv(scFv), содер-

жащий области VL и VH иммуноглобулина, соединенные пептидным линкером. Использование пептид-

ных линкеров для соединения областей VL и VH хорошо известно в данной области, и в этой конкретной 

области существует большое количество публикаций. В некоторых вариантах осуществления пептидный 

линкер представляет собой 15-член, состоящий из трех повторов аминокислотной последовательности 

Gly-Gly-Gly-Gly-Ser ((Gly4 Ser) 3) (SEQ ID NO: 213). Были использованы другие линкеры и технология 

фагового дисплея, а также технология селективного инфекционного фага (selective infective phage tech-

nology) была использована для диверсификации и выбора подходящих линкерных последовательностей 

(Tang et al., J. Biol. Chem. 271, 15682-15686, 1996; Hennecke et al., Protein Eng. 11, 405-410, 1998). В неко-

торых вариантах осуществления области VL и VH соединены пептидным линкером, имеющим аминокис-

лотную последовательность, содержащую формулу (Gly4 Ser)n, причем n = 1-5 (SEQ ID NO: 214). Другие 

подходящие линкеры могут быть получены путем оптимизации простого линкера (например, (Gly4 Ser)n) 

(SEQ ID NO: 315) посредством случайного мутагенеза. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид, связывающий CD123 содержит, по порядку от 

амино-конца до карбоксильного конца (или в порядке от карбоксильного конца до аминоконца), (i) 

CD123-связывающий домен, (ii) шарнирную область, (iii) константную область иммуноглобулина, (iv) 

карбокситерминальный линкер (или линкер аминоконца) и (v) второй связывающий домен. Как исполь-

зуется в данном документе в контексте полипептидной конструкции, содержащей первый связывающий 

домен и второй связывающий домен, "шарнирная область" или "шарнир" относится к полипептидной 

области между первым связывающим доменом и Fc-областью. "Карбокситерминальный линкер" или 

"аминотерминальный линкер" относится к полипептидной области между Fc-областью и вторым связы-

вающим доменом. В некоторых вариантах осуществления карбокси-терминальный линкер (или амино-

терминальный линкер) включает или состоит из SEQ ID NO: 248. В некоторых вариантах осуществления 

шарнир представляет собой шарнирную область иммуноглобулина человека дикого типа. В некоторых 

других вариантах осуществления один или несколько аминокислотных остатков могут быть добавлены 

на амино- или карбоксильном конце шарнирной области иммуноглобулина дикого типа как часть конст-

рукции слитого белка. Например, дополнительные аминокислотные остатки соединения на аминоконце 

шарнира могут быть "RT", "RSS", "TG" или "Т", или на карбоксильном конце шарнира может быть "SG", 

или удаление шарнира может быть совмещено с добавлением, таким как АР с "SG", добавленным на 

карбоксильном конце. 

В некоторых вариантах осуществления шарнир, карбокситерминальный линкер или амино-

терминальный линкер представляют собой измененный шарнир иммуноглобулина, в котором один или 

несколько остатков цистеина в шарнирной области иммуноглобулина дикого типа замещены одним или 

несколькими другими аминокислотными остатками (например,, серином или аланином). 

Иллюстративные измененные шарниры иммуноглобулина, карбокситерминальные линкеры и ами-

нотерминальные линкеры включают в себя шарнирную область иммуноглобулина человеческого IgG1, 

имеющую один, два или три остатка цистеина, которые присутствуют в шарнире человеческого IgG1 

дикого типа, замещенные одним, двумя или тремя различными аминокислотными остатками (например, 

серином или аланином). Измененный иммуноглобулиновый шарнир может дополнительно содержать 

пролин, замещенный другой аминокислотой (например, серином или аланином). Например, описанный 

выше измененный шарнир IgG1 человека может дополнительно иметь пролин, расположенный карбок-

ситерминально по отношению к трём цистеинам шарнирной области IgG1 дикого типа человека, заме-

щенный другим аминокислотным остатком (например, серином, аланином). В одном варианте осуществ-

ления пролины центральной шарнирной области не замещены. 

В некоторых вариантах осуществления шарнир, карбокситерминальный линкер или полипептид 

амино-терминального линкера содержат или представляют собой последовательность, которая по мень-
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шей мере на 80%, по меньшей мере на 81%, по меньшей мере на 82%, по меньшей мере на 83%, по 

меньшей мере на 84%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 86%, по меньшей мере на 87%, по 

меньшей мере на 88%, по меньшей мере на 89%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 91%, по 

меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% 

идентична шарнирной области иммуноглобулина дикого типа, такой как шарнир человеческого IgG1 

дикого типа, шарнир человеческого IgG2 дикого типа, или шарнир человеческого IgG4 дикого типа. 

В других вариантах осуществления шарнир, карбокситерминальный линкер или амино-

терминальный линкер, присутствующий в CD123-связывающем полипептиде, может представлять собой 

шарнир, который не основан на шарнире иммуноглобулина или не происходит от него (т.е. не является 

шарниром иммуноглобулина дикого типа или измененным шарниром иммуноглобулина). Примеры та-

ких шарниров и линкеров с карбоксильным концом включают пептиды из от примерно пяти до примерно 

150 аминокислот, происходящие от междоменной области трансмембранного белка или области ножки 

С-лектина типа II, например, пептиды из примерно от восьми до 25 аминокислот и пептиды от примерно 

семи до 18 аминокислот. В другом варианте осуществления карбокси-терминальный линкер или линкер 

на аминоконце содержит (Gly 4 Ser) повтор (SEQ ID NO: 315), такой как (Gly 4 Ser) 3 PS (SEQ ID NO: 

316). 

В некоторых вариантах осуществления шарнирные, карбоксильные концевые линкерные и амино-

концевые линкерные последовательности содержат от 5 до 150 аминокислот, от 5 до 10 аминокислот, от 

10 до 20 аминокислот, от 20 до 30 аминокислот, от 30 до 40 аминокислот, 40 до 50 аминокислот, от 50 до 

60 аминокислот, от 5 до 60 аминокислот, от 5 до 40 аминокислот, от 8 до 20 аминокислот или от 10 до 15 

аминокислот. Шарнир или линкер могут быть в основном гибкими, но могут также обеспечивать более 

жесткие характеристики или могут содержать в основном а-спиральную структуру с минимальной 

структурой β-листа. Длина или последовательность шарниров и линкеров может влиять на аффинность 

связывания связывающих доменов, с которыми шарниры прямо или косвенно (через другую область или 

домен, например, домен гетеродимеризации) связаны, а также на одну или несколько активностей участ-

ков Fc-области, с которыми шарниры или линкеры прямо или непрямо связаны. 

В некоторых вариантах осуществления последовательности шарнира, карбокситерминального лин-

кера и аминотерминального линкера являются стабильными в плазме и сыворотке и устойчивы к протео-

литическому расщеплению. Первый лизин в верхней шарнирной области IgG1 может быть мутирован 

для минимизации протеолитического расщепления, например, лизин может быть замещен метионином, 

треонином, аланином или глицином или удален. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения полипептид, связывающий CD123 способен 

образовывать гетеродимер со второй полипептидной цепью и содержит шарнирную область (а), непо-

средственно аминотерминально по отношению к константной области иммуноглобулина (например, 

аминотерминально по отношению к СН2-домену, причем константная область иммуноглоболина вклю-

чает СН2 и СН3-домены или аминотерминально по отношению к СН3-домену, причем субобласти им-

муноглобулина включают СН3 и СН4-домены), (b) расположенную между и соединяющую связываю-

щий домен (например, scFv) и гетеродимеризационный домен иммуноглобулина, (с) расположеную ме-

жду и соединяющую гетеродимеризационный домен иммуноглобулина и константную область иммуног-

лобулина (например, при этом константная область иммуноглобулина включает СН2 и СН3-домены или 

СН3 и СН4-домены), (d) расположенную между и соединяющую константную область иммуноглобулина 

и связывающий домен, (е) на амино-конце полипептидной цепи или (f) на карбоксильном конце поли-

пептидной цепи. Полипептидная цепь, содержащая шарнирную область, как описано в данном докумен-

те, будет способна связываться с другой полипептидной цепью с образованием гетеродимерного белка, 

представленного в данном документе, и образованный гетеродимер будет содержать связывающий до-

мен, который сохраняет свою специфичность к мишени или его специфическую аффинность связывания 

с мишенью. 

Некоторые примерные шарнирные, карбоксильные линкерные и аминоконцевые линкерные после-

довательности, подходящие для использования в соответствии с данным изобретением, продемонстри-

рованы в табл. 1 и 2 ниже. Дополнительные иллюстративные области шарнира и линкера приведены в 

SEQ ID NO: 241-244, 601, 78, 763-791, 228, 379-434, 618-749 US 2013/0129723 (указанные последователь-

ности включены в данное описание посредством ссылки). 

Таблица 1. Иллюстративные шарнира и линкеры 
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Таблица 2. Иллюстративные шарниры и линкеры (происходящие от шарнира Н7, области ножки  

С-лектина типа II или междоменной области трансмембранного белка типа I) 
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Как указано в данном документе, в некоторых вариантах осуществления полипептиды по данному 

изобретению содержат константную область иммуноглобулина (также называемую константной обла-

стью) в полипептидной цепи. Включение константной области иммуноглобулина замедляет клиренс го-

модимерного и гетеродимерного белков, образованных из двух CD123-связывающих полипептидных 

цепей, из циркуляции после введения субъекту. Благодаря мутациям или другим изменениям констант-

ная область иммуноглобулина дополнительно обеспечивает относительно легкую модуляцию эффектор-

ных функций димерного полипептида (например, АЗКЦ, ADCP, CDC, фиксацию комплемента и связы-

вание с рецепторами Fc), которые могут увеличиваться или уменьшаться в зависимости от заболевания, 
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которое лечат, как известно в данной области и описано в данном документе. В определенных вариантах 

осуществления константная область иммуноглобулина одной или обеих полипептидных цепей полипеп-

тидных гомодимеров и гетеродимеров по данному изобретению будет способна опосредовать одну или 

несколько из этих эффекторных функций. В других вариантах осуществления одна или несколько из 

этих эффекторных функций представляют собой уменьшенный или отсутствующий в константной об-

ласти иммуноглобулина одной или обеих полипептидных цепей полипептидных гомодимеров и гетеро-

димеров данного изобретения по сравнению с соответствующей константной областью иммуноглобули-

на дикого типа. Например, для димерных CD123-связывающих полипептидов, предназначенных для ин-

дукции RTCC, таким образом как, например, посредством включения CD3-связывающего домена, кон-

стантная область иммуноглобулина может иметь сниженную или не иметь эффекторной функции отно-

сительно соответствующей константной области иммуноглобулина дикого типа. 

Константная область иммуноглобулина, присутствующая в полипептидах по данному изобретению, 

может содержать или происходить от части или всего из: СН2-домена, СН3-домена, СН4-домена или 

любой их комбинации. Например, константная область иммуноглобулина может содержать СН2-домен, 

СН3-домен, оба СН2 и СН3-домена, оба СН3 и СН4-домена, два СН3-домена, СН4-домен, два СН4-

домена и СН2-домен и часть СН3-домена. 

СН2-домен, который может образовывать константную область иммуноглобулина полипептида по 

данному изобретению, может представлять собой СН2-домен иммуноглобулина дикого типа или изме-

ненный СН2-домен иммуноглобулина из определенных классов или подклассов иммуноглобулинов (на-

пример, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 IgA2 или IgD) и от различных видов (включая человека, мышь, 

крысу и других млекопитающих). 

В некоторых вариантах осуществления СН2-домен представляет собой СН2-домен человеческого 

иммуноглобулина дикого типа, такой как СН2-домены дикого типа человеческих IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, 

IgA1, IgA2 или IgD, представленные в SEQ ID NO: 115, 199-201 и 195-197, соответственно, из патента 

США 2013/0129723 (указанные последовательности включены в данное описание посредством ссылки). 

В определенных вариантах осуществления СН2-домен представляет собой СН2-домен IgG1 человека 

дикого типа, представленный в SEQ ID NO: 115 их патента США 2013/0129723 (указанная последова-

тельность включена в данное описание посредством ссылки). 

В некоторых вариантах осуществления СН2-домен представляет собой измененную СН2-область 

иммуноглобулина (например, измененный СН2-домен IgG1 человека), которая включает аминокислот-

ную замену в аспарагине в положении 297 (например, аспарагина на аланин). Такое аминокислотное за-

мещение уменьшает или устраняет гликозилирование в этом сайте и устраняет эффективное связывание 

Fc с FcγR и C1q. Последовательность измененного СН2-домена человеческого IgG1 с Asn на Ala к заме-

ной в положении 297 представлена в SEQ ID NO: 324 патент США 2013/0129723 (указанная последова-

тельность включена в данный документ посредством ссылки). 

В некоторых вариантах осуществления СН2-домен представляет собой измененную СН2-область 

иммуноглобулина (например, измененный СН2-домен IgG1 человека), которая содержит по меньшей 

мере одну замену или делецию в положениях с 234 по 238. Например, СН2-область иммуноглобулина 

может содержать замену в положении 234, 235, 236, 237 или 238, положениях 234 и 235, положениях 234 

и 236, положениях 234 и 237, положениях 234 и 238, положениях 234-236, положениях 234, 235 и 237, 

положениях 234, 236 и 238, положениях 234, 235, 237 и 238, положениях 236-238 или любой другой ком-

бинации двух, трех, четырех или пяти аминокислот в положениях 234-238. В дополнение или альтерна-

тивно, измененная СН2-область может содержать одну или несколько (например, две, три, четыре или 

пять) делеций аминокислот в положениях 234-238, например, в одном из положения 236 или положения 

237, в то время как другое положение является замещенным. Вышеуказанные мутации уменьшают или 

устраняют активность антитело-зависимой клеточно-опосредованной цитотоксичности (АЗКЦ) или спо-

собность связываться с Fc-рецептором полипептидного гетеродимера, который содержит измененный 

СН2-домен. В некоторых вариантах осуществления аминокислотные остатки в одном или нескольких 

положениях 234-238 были заменены одним или несколькими остатками аланина. В других вариантах 

осуществления только один из аминокислотных остатков в положениях 234-238 был удален, в то время 

как одна или несколько оставшихся аминокислот в положениях 234-238 могут быть заменены другой 

аминокислотой (например, аланином или серином). 

В некоторых других вариантах осуществления СН2-домен представляет собой измененную СН2-

область иммуноглобулина (например, измененный СН2-домен IgG1 человека), которая содержит одну 

или несколько аминокислотных замен в положениях 253, 310, 318, 320, 322 и 331. Например, СН2-

область иммуноглобулина может содержать замену в положении 253, 310, 318, 320, 322 или 331, поло-

жениях 318 и 320, положениях 318 и 322, положениях 318, 320 и 322 или любую другую комбинацию из 

двух, трех, четырех, пяти или шести аминокислот в положениях 253, 310, 318, 320, 322 и 331. Вышеука-

занные мутации уменьшают или устраняют комплемент-зависимую цитотоксичность (CDC) полипеп-

тидного гетеродимера, который содержит измененный СН2-домен. 

В некоторых других вариантах осуществления в дополнение к аминокислотной замене в положении 

297 измененная СН2-область (например, измененный СН2-домен IgG1 человека) может дополнительно 
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включать одну или несколько (например, две, три, четыре или пять) дополнительных замен в положени-

ях 234-238. Например, СН2-область иммуноглобулина может содержать замену в положениях 234 и 297, 

положениях 234, 235 и 297, положениях 234, 236 и 297, положениях 234-236 и 297, положениях 234, 235, 

237 и 297, положениях 234, 236, 238 и 297, положениях 234, 235, 237, 238 и 297, положениях 236-238 и 

297 или любую комбинацию двух, трех, четырех или пяти аминокислот в положениях 234-238 в допол-

нение к положению 297. В дополнение или альтернативно, измененная СН2-область может содержать 

одну или несколько (например, две, три, четыре или пять) делеций аминокислот в положениях 234-238, 

таких как в положении 236 или положении 237. Дополнительная мутация (мутации) уменьшает или уст-

раняет активность антитело-зависимой клеточно-опосредованной цитотоксичности (АЗКЦ) или способ-

ность связываться с Fc-рецептором полипептидного гетеродимера, который содержит измененный СН2-

домен. В некоторых вариантах осуществления аминокислотные остатки в одном или нескольких поло-

жениях 234-238 были заменены одним или несколькими остатками аланина. В других вариантах осуще-

ствления только один из аминокислотных остатков в положениях 234-238 был удален, в то время как 

одна или несколько оставшихся аминокислот в положениях 234-238 могут быть заменены другой амино-

кислотой (например, аланином или серином). 

В некоторых вариантах осуществления в дополнение к одной или нескольким (например, 2, 3, 4 или 

5) аминокислотным заменам в положениях 234-238, мутированная СН2-область (например, измененный 

СН2-домен IgG1 человека) в слитом белке данного раскрытия может содержать одну или несколько (на-

пример, 2, 3, 4, 5 или 6) дополнительных аминокислотных замен (например, замещенных аланином) в 

одном или нескольких положениях, участвующих в фиксации комплемента (например, в положениях 

I253, Н310, Е318, K320, K322 или Р331). Примеры мутированных областей СН2 иммуноглобулина вклю-

чают СН2-области IgG1, IgG2, IgG4 человека и IgG2a мыши с заменами аланина в положениях 234, 235, 

237 (если присутствуют), 318, 320 и 322. Примером мутированной СН2-области иммуноглобулина явля-

ется СН2-область мышиной IGHG2c с аланиновыми заменами в L234, L235, G237, Е318, K320 и K322. 

В еще других вариантах осуществления в дополнение к аминокислотной замене в положении 297 и 

дополнительному удалению (ям) или замене (заменам) в положениях 234-238 измененная СН2-область 

(например, измененный СН2-домен IgG1 человека) может дополнительно содержать одну или несколько 

(например, две, три, четыре, пять или шесть) дополнительных замен в положениях 253, 310, 318, 320, 322 

и 331. Например, СН2-область иммуноглобулина может содержать (1) замену в положении 297, (2) одну 

или несколько замен или делеций или их комбинацию в положениях 234-238 и одну или несколько (на-

пример, 2, 3, 4, 5 или 6) аминокислотных замен в положениях I253, Н310, Е318, K320, K322 и Р331, таких 

как одна, две, три замены в положениях Е318, K320 и K322. Аминокислоты в вышеуказанных положени-

ях могут быть замещены аланином или серином. 

В некоторых вариантах осуществления полипептид СН2-области иммуноглобулина содержит: (i) 

аминокислотную замену в аспарагинах в положении 297 и одну аминокислотную замену в положении 

234, 235, 236 или 237; (ii) аминокислотную замена в аспарагине в положении 297 и аминокислотные за-

мены в двух положениях 234-237; (iii) аминокислотную замена в аспарагине в положении 297 и амино-

кислотные замены в трех положениях 234-237; (iv) аминокислотную замену в аспарагине в положении 

297, аминокислотные замены в положениях 234, 235 и 237 и делецию аминокислот в положении 236; (v) 

аминокислотные замены в трех положениях 234-237 и аминокислотные замены в положениях 318, 320 и 

322; или (vi) аминокислотные замены в трех положениях 234-237, аминокислотную делецию в положе-

нии 236 и аминокислотные замены в положениях 318, 320 и 322. 

Иллюстративные измененные СН2-области иммуноглобулина с аминокислотными заменами в ас-

парагине в положении 297 включают: СН2-область человеческого IgG1 с заменами аланина в L234, L235, 

G237 и N297 и делецию в G236 (SEQ ID NO: 325 из патента США 2013/0129723, указаная последова-

тельность включена в данное описание посредством ссылки), СН2-область человеческого IgG2 с алани-

новыми заменами в V234, G236 и N297 (SEQ ID NO: 326 патента США 2013/0129723, указанная после-

довательность включена в данное описание посредством ссылки), СН2-область человеческого IgG4 с 

заменами аланина в F234, L235, G237 и N297 и делецией G236 (SEQ ID NO: 322 из патента США 

2013/0129723, указанная последовательность включена в данное описание посредством ссылки), СН2-

область человеческого IgG4 с заменами аланина в F234 и N297 (SEQ ID NO: 343 из патента США 

2013/0129723, указанная последовательность включена в данный документ посредством ссылки), СН2-

область человеческого IgG4 с аланиновыми заменами в L235 и N297 (SEQ ID NO: 344 из патента США 

2013/0129723, указанная последовательность включена в данный документ посредством ссылки), СН2-

область человеческого IgG4 с заменами аланина в G236 и N297 (SEQ ID NO: 345 из патента США 

2013/0129723, указанная последовательность включена в данное описание посредством ссылки) и СН2-

область человеческого IgG4 с заменами аланина у G237 и N297 (SEQ ID NO: 346 изпатента США 

2013/0129723, указанная последовательность включена посредством ссылки в данном документе). 

В некоторых вариантах осуществления в дополнение к аминокислотным заменам, описанным вы-

ше, измененная СН2-область (например, измененный СН2-домен IgG1 человека) может содержать одну 

или несколько дополнительных аминокислотных замен в одном или нескольких положениях, отличных 

от указанных выше положений. Такие аминокислотные замены могут быть консервативными или некон-
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сервативными аминокислотными заменами. Например, в определенных вариантах осуществления Р233 

может быть заменен на Е233 в измененной СН2-области IgG2 (см., Например, SEQ ID NO: 326 патента 

США 2013/0129723, указанная последовательность включена в данное описание посредством ссылки). В 

дополнение или альтернативно, в некоторых вариантах измененная СН2-область может содержать одну 

или несколько аминокислотных вставок, делеций или обе из этих типов мутаций. Вставка(и), делеция(и) 

или замена(и) могут быть в любом месте СН2-области иммуноглобулина, таким образом как на N- или 

С-конце СН2-области иммуноглобулина дикого типа, возникающая в результате связывания СН2-

области с другой областью (например, связывающим доменом или гетеродимеризационным доменом 

иммуноглобулина) через шарнир. 

В определенных вариантах осуществления измененная СН2-область в полипептиде по данному 

изобретению содержит или представляет собой последовательность, которая по меньшей мере на 90%, 

по меньшей мере на 91%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере, на 94%, 

по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98%, 

по меньшей мере на 99% идентична СН2-области иммуноглобулина дикого типа, такой как СН2-область 

человеческого IgG1, IgG2 или IgG4 дикого типа или IgG2a мыши (например, IGHG2c). 

Измененная СН2-область иммуноглобулина в CD123-связывающем полипептиде по данному изо-

бретению может происходить из СН2-области различных изотипов иммуноглобулинов, таких как IgG1, 

IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2 и IgD, из различных видов (включая человека, мышь, крысу и других мле-

копитающих). В определенных вариантах осуществления измененная СН2-область иммуноглобулина в 

слитом белке по данному изобретению может происходить из СН2-области человеческого IgG1, IgG2 

или IgG4 или мышиного IgG2a (например, IGHG2c), последовательности которых представлены в SEQ 

ID NO: 115, 199, 201 и 320 патента США 2013/0129723 (указанные последовательности включены в дан-

ное описание посредством ссылки). 

В определенных вариантах осуществления измененный СН2-домен представляет собой СН2-домен 

IgG1 человека с аланиновыми заменами в положениях 235, 318, 320 и 322 (то есть СН2-домен IgG1 чело-

века с заменами L235A, Е318А, K320А и K322А) (SEQ ID NO: 595 US 2013/0129723, указанная последо-

вательность включена в данное описание посредством ссылки) и, необязательно, мутацией N297 (напри-

мер, на аланин). В некоторых других вариантах осуществления измененный СН2-домен представляет 

собой СН2-домен IgG1 человека с аланиновыми заменами в положениях 234, 235, 237, 318, 320 и 322 (т. 

е. СН2-домен IgG1 человека с заменами L234A, L235A, G237A, Е318А, K320А и K322А) (SEQ ID NO: 

596 в US 2013/0129723, указанная последовательность включена в данное описание посредством ссылки) 

и, возможно, мутацию N297 (например, на аланин). 

В определенных вариантах осуществления измененный СН2-домен представляет собой измененный 

СН2-домен IgG1 человека с мутациями, известными в данной области, которые усиливают иммунологи-

ческое действие, такое как АЗКЦ, ADCP, CDC, фиксацию комплемента, связывание с Fc-рецептором или 

любую их комбинацию. 

СН3-домен, который может образовывать константную область иммуноглобулина полипептида по 

данному изобретению, может представлять собой СН3-домен иммуноглобулина дикого типа или его из-

мененный СН3-домен иммуноглобулина из определенных классов или подклассов иммуноглобулинов 

(например, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE, IgM) различных видов (включая человека, 

мышь, крысу и других млекопитающих). В некоторых вариантах осуществления СН3-домен представля-

ет собой СН3-домен человеческого иммуноглобулина дикого типа, такой как домены СН3 дикого типа 

человеческого IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE или IgM, представленные в SEQ ID NO: 116, 

208-210, 204-207 и 212, соответственно, из патента США 2013/0129723 (указанные последовательности 

включены в данное описание посредством ссылки). В определенных вариантах осуществления СН3-

домен представляет собой СН3-домен IgG1 человека дикого типа, представленный в SEQ ID NO: 116 из 

патента США 2013/0129723 (указанная последовательность включена в данный документ посредством 

ссылки). В некоторых вариантах осуществления СН3-домен представляет собой измененный СН3-домен 

иммуноглобулина человека, такой как измененный СН3-домен, основанный или полученный из СН3-

домена дикого типа человеческого IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2, IgD, IgE, или IgM антитела. На-

пример, измененный СН3-домен может быть СН3-доменом IgG1 человека с одной или двумя мутациями 

в положениях Н433 и N434 (положения нумеруются в соответствии с нумерацией EU). Мутации в таких 

положениях могут быть вовлечены в фиксацию комплемента. В некоторых других вариантах изменен-

ный СН3-домен может представлять собой СН3-домен IgG1 человека, но с одной или двумя аминокис-

лотными заменами в положении F405 или Y407. Аминокислоты в таких положениях участвуют во взаи-

модействии с другим СН3-доменом. В некоторых вариантах осуществления измененный СН3-домен мо-

жет представлять собой измененный СН3-домен IgG1 человека с удаленным последним лизином. После-

довательность этого измененного СН3-домена изложена в SEQ ID NO: 761 в патенте США 2013/0129723 

(указанная последовательность включена в данное описание посредством ссылки). 

В некоторых вариантах осуществления CD123-связывающие полипептиды, образующие полипеп-

тидный гетеродимер, содержат пару СН3, которая содержит так называемые мутации "выступы в отвер-

стия" (см. Marvin and Zhu, Acta Pharmacologica Sinica 26: 649-58, 2005; Ridgway et al, Protein Engineering 
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9: 617-21, 199 6). Более конкретно, мутации могут быть введены в каждый из двух СН3-доменов каждой 

полипептидной цепи, так что стерическая комплементарность, необходимая для ассоциации СН3/СН3, 

обязывает эти два СН3-домена пароваться друг с другом. Например, СН3-домен в одном одноцепочеч-

ном полипептиде полипептидного гетеродимера может содержать мутацию T366W (мутацию "выступ", 

которая заменяет небольшую аминокислоту более крупной) и СН3-домен в другом одноцепочечном по-

липептиде полипептидный гетеродимер может содержать мутацию Y407A (мутация "отверстие", которая 

заменяет большую аминокислоту на меньшую). Другие типичные мутации "выступы в отверстия" вклю-

чают (1) мутацию T366Y в одном СН3-домене и Y407T в другом СН3-домене и (2) мутацию T366W в 

одном СН3-домене и мутации T366S, L368A и Y407VB другом СН3-домене. 

СН4-домен, который может образовывать константную область иммуноглобулина CD123-

связывающих полипептидов по данному изобретению, может представлять собой СН4-домен иммуног-

лобулина дикого типа или его модифицированный СН4-домен иммуноглобулина из молекул IgE или 

IgM. В некоторых вариантах осуществления СН4-домен представляет собой СН4-домен человеческого 

иммуноглобулина дикого типа, такой как СН4-домены дикого типа молекул IgE и IgM человека, пред-

ставленные в SEQ ID NO: 213 и 214, соответственно, из патента США 2013/0129723 (указанные последо-

вательности включены в данное описание посредством ссылки). В некоторых вариантах осуществления 

СН4-домен представляет собой измененный СН4-домен иммуноглобулина человека, такой как изменен-

ный СН4-домен, основанный на или полученный из СН4-домена молекул человеческого IgE или IgM, 

которые имеют мутации, которые увеличивают или уменьшают иммунологическую активность, о кото-

рой известно, что она связана с Fc-областью IgE или IgM. 

В некоторых вариантах осуществления константная область иммуноглобулина CD123-

связывающих полипептидов по данному изобретению содержит комбинацию СН2, СН3 или СН4-

доменов (т.е. более одного домена константной области, выбранного из СН2, СН3 и СН4). Например, 

константная область иммуноглобулина может содержать СН2 и СН3-домены или СН3 и СН4-домены. В 

некоторых других вариантах осуществления константная область иммуноглобулина может содержать 

два СН3-домена и не содержать СН2 или СН4-доменов (т.е. только два или более СН3). Множество до-

менов константной области, которые образуют константную область иммуноглобулина, могут быть ос-

нованы или происходить от одной и той же молекулы иммуноглобулина или от одного и того же класса 

или подкласса молекул иммуноглобулина. В определенных вариантах осуществления константная об-

ласть иммуноглобулина представляет собой СН2СН3 IgG (например, СН2СН3 IgG1, CH2CH3 IgG2 и 

СН2СН3 IgG4) и может быть СН2СН3 человеческаой (например, человеческим IgG1, IgG2 и IgG4 чело-

века). Например, в некоторых вариантах осуществления константная область иммуноглобулина содер-

жит (1) СН2 и СН3-домены IgG1 человеческа дикого типа, (2) СН2 IgG1 человека с заменой N297A (т. е. 

СН2 (N297A)) и СН3 IgG1 человечека дикого типа или (3) СН2 IgG1 человека (N297A) и измененный 

СН3 IgG1 человека с удаленным последним лизином. 

Альтернативно, множественные домены константной области могут быть основаны или происхо-

дить от разных молекул иммуноглобулина или от разных классов или подклассов молекул иммуноглобу-

лина. Например, в некоторых вариантах осуществления константная область иммуноглобулина содержит 

как человеческий СН3-домен IgM, так и СН3-домен IgG1 человека. Множество доменов константной 

области, которые образуют константную область иммуноглобулина, могут быть непосредственно связа-

ны вместе или могут быть связаны друг с другом через одну или несколько (например, около 2-10) ами-

нокислот. 

Иллюстративные константные области иммуноглобулина приведены в SEQ ID NO: 305-309, 321, 

323, 341, 342 и 762 US 2013/0129723 (указанные последовательности включены в данное описание по-

средством ссылки). 

В некоторых вариантах осуществления константные области иммуноглобулина обоих CD123-

связывающих полипептидов полипептидного димера являются идентичными друг другу. В некоторых 

других вариантах константная область иммуноглобулина одной полипептидной цепи димерного белка 

отличается от константной области иммуноглобулина другой полипептидной цепи димера. Например, 

одна константная область иммуноглобулина гетеродимерного белка может содержать СН3-домен с му-

тацией "выступ", тогда как другая константная область иммуноглобулина гетеродимерного белка может 

содержать СН3-домен с мутацией "отверстие". 

Данное раскрытие относится к CD123-связывающим белкам и полипептидам, которые могут со-

держать любую из последовательностей, продемонстрированных в табл. 3. В некоторых вариантах осу-

ществления CD123-связывающие белки и полипептиды могут содержать сигнальную последователь-

ность. Последовательности для различных клонированных последовательностей и компонентов также 

представлены в табл. 3. Аминокислотные последовательности, приведенные для полипептидных конст-

рукций, не включают лидерные последовательности иммуноглобулина человека или кролика. Показан-

ные последовательности CDR и положения аминокислотных замен являются теми, которые определены 

с использованием критериев IMGT (Brochet, X, et al., Nucl. Acids Res. (2008) 36, W503-508). Таким обра-

зом, первый остаток в FR1 вариабельного домена или области тяжелой или легкой цепи считается поло-

жением 1. 
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Таблица 3. Последовательности и компоненты связывающих полипептидов 
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CD123-связывающие белки могут содержать любой из CD123-связывающих доменов, описанных 

выше. В некоторых аспектах CD123-связывающие белки содержат гуманизированные аминокислотные 

последовательности VH или VL или обе. 

Указанные полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по мень-

шей мере на 88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, 

по меньшей мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% иден-

тична, по меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 

96% идентична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по мень-

шей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2 или 

SEQ ID NO: 4. Указанные полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая 

по меньшей мере на 88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% иден-

тична, по меньшей мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 

93% идентична, по меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей 

мере на 96% идентична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по 

меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2 

и SEQ ID NO: 4. Указанные полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере около на 95%, по меньшей мере около на 97% идентична, по меньшей мере при-

мерно, на 99% или 100% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

2 или SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную по-

следовательность, которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% иден-

тична или по меньшей мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, пред-

ставленной в SEQ ID NO: 130 или SEQ ID NO: 132. В некоторых вариантах осуществления полипептид 

содержит аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей 

мере примерно на 97% идентична или по меньшей мере примерно на 99% идентична scFv-части амино-

кислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 130 или SEQ ID NO: 132. В некоторых 

вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из аминокислотной последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 130 или SEQ ID NO: 132. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 
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мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

20. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 20. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере пример-

но на 95%, по меньшей мере, примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99 или 100% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 20. В 

некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по меньшей 

мере, примерно, на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

134, SEQ ID NO: 136 или SEQ ID NO: 138. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере примерно, на 95%, по меньшей мере 

примерно на 97% идентична или по меньшей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислот-

ной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136 или SEQ ID NO: 138. В не-

которых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из аминокислотной последова-

тельности, представленной в SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 136 или SEQ 

ID NO: 138. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

34. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 34. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере пример-

но на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере, примерно, на 99% или 100% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 34. В 

некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по меньшей 

мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

140. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно, на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по 

меньшей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, представ-

ленной в SEQ ID NO: 140. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из 

аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 34 или SEQ ID NO: 

140. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

42. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 42. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере, пример-

но, на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99 или 100% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 42. В 
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некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по меньшей 

мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

142. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно, на 95%, по меньшей мере примерно, на 97% идентична или по 

меньшей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, представ-

ленной в SEQ ID NO: 142. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из 

аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 42 или SEQ ID NO: 

142. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 50 или SEQ ID NO: 

52. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 50 и SEQ ID NO: 52. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере пример-

но на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99 или 100% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 50 или SEQ ID NO: 52. В 

некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по меньшей 

мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

144. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по мень-

шей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, представленной 

в SEQ ID NO: 144. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из амино-

кислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO: 52 или SEQ ID NO: 144. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 66 или SEQ ID NO: 

68. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 66 и SEQ ID NO: 68. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере пример-

но на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99 или 100% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 66 или SEQ ID NO: 68. В 

некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по меньшей 

мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

146. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по мень-

шей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, представленной 

в SEQ ID NO: 146. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из амино-

кислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 66, SEQ ID NO: 68 или SEQ ID NO: 146. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 82 или SEQ ID NO: 

84. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 
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88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 82 и SEQ ID NO: 84. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере пример-

но на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99 или 100% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 82 или SEQ ID NO: 84. В 

некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, кото-

рая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по меньшей 

мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

148. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по мень-

шей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, представленной 

в SEQ ID NO: 148. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из амино-

кислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 82, SEQ ID NO: 84 или SEQ ID NO: 148. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

98. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 98. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере, пример-

но, на 95%, по меньшей мере, примерно, на 97% идентична, по меньшей мере, примерно, на 99% или 

100% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

150. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по мень-

шей мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 150. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере, примерно, на 95%, по меньшей мере, примерно, на 97% идентична или 

по меньшей мере, примерно, на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, пред-

ставленной в SEQ ID NO: 140. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит 

из аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 98 или SEQ ID 

NO: 150. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

106. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 

106. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 

примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99% или 

100% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

106. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно, на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по 

меньшей мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ 

ID NO: 152. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична 

или по меньшей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 152. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или 
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состоит из аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 106 или 

SEQ ID NO: 152. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

114. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 

114. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 

примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99% или 

100% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

114. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по мень-

шей мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 154. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по 

меньшей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, представ-

ленной в SEQ ID NO: 154. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из 

аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 114 или SEQ ID 

NO: 154. 

Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

122. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

88% идентична, по меньшей мере на 89% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей 

мере на 91% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, по меньшей мере на 93% идентична, по 

меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 96% иден-

тична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 

99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 

122. Полипептиды могут содержать аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 

примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична, по меньшей мере примерно на 99% или 

100% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 

122. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последовательность, 

которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по мень-

шей мере примерно на 99% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 156. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит аминокислотную последователь-

ность, которая по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 97% идентична или по 

меньшей мере примерно на 99% идентична scFv части аминокислотной последовательности, представ-

ленной в SEQ ID NO: 156. В некоторых вариантах осуществления полипептид содержит или состоит из 

аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 122 или SEQ ID 

NO: 156. 

Полипептиды, раскрытые в данном документе, могут иметь улучшенные характеристики по срав-

нению с другими CD123-связывающими доменами или полипептидами. Например, CD123-связывающий 

домен или полипептид может демонстрировать пониженную изоэлектрическую точку по сравнению с 

изоэлектрической точкой другого CD123-связывающего домена или полипептида. "Изоэлектрическая 

точка" или "pI" - это рН, при котором суммарный заряд равен нулю. Изоэлектрическая точка белка мо-

жет быть измерена любым подходящим методом, например аналитической капиллярной изоэлектриче-

ской фокусирующей хроматографией. 

CD123-связывающий домен или белок, раскрытые в данном документе, могут связываться с CD123 

(например, человеческим CD123) с более высокой аффинностью, чем родительское антитело. 

В одном варианте осуществления изобретения рекомбинантный полипептид включает от амино-

кислот до карбоксильного конца (i) человеческий или гуманизированный CD123-связывающий домен, 

(ii) шарнирную область, (iii) константную область иммуноглобулина, (iv) карбокситерминальный линкер 
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и (v) человеческий или гуманизированный второй связывающий домен, который специфически связыва-

ет Т-клеточный, CD3, CD3ε или Т-клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компонент Т-клеточного 

рецепторного комплекса, причем человеческий или гуманизированный CD123-связывающий домен со-

держит аминокислотную последовательность, по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере 

примерно на 90%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99 или по 

меньшей мере примерн, на 99,5% идентичную SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 4 и причем человеческий или 

гуманизированный второй связывающий домен, который специфически связывает Т-клетку, CD3, CD3ε 

или Т-клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компонент Т-клеточного рецепторного комплекса 

содержит аминокислотную последовательность, по меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере 

примерно на 90%, по меньшей мере примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей 

мере примерно на 97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99% или по 

меньшей мере примерно на 99,5% идентичную SEQ ID NO: 311 или SEQ ID NO: 312. 

В одном варианте осуществления изобретения рекомбинантный полипептид не содержит CD123-

связывающего домена, полученного из мышиного антитела 12F1 (SEQ ID NO: 195 и 197). Например, в 

одном варианте осуществления CD123-связывающий домен не содержит вариабельный домен тяжелой 

цепи или легкой цепи, который значительно идентичен вариабельному домену тяжелой цепи или легкой 

цепи 12F1 (например, является не на 95% или более идентичен вариабельным доменам тяжелой и легкой 

цепей 12F1) или не содержит все шесть CDR, которые содержатся в мышином 12F1. В одном варианте 

осуществления изобретения CD123-связывающий домен не конкурирует за связывание с CD123 с мы-

шиным антителом 12F1 (SEQ ID NO: 195 и 197). В одном варианте осуществления изобретения реком-

бинантный полипептид является перекрестно-реактивным по отношению к CD123 яванца (яванского 

макака), тогда как антитело 12F1 (и его гуманизированные производные) не является перекрестно-

реактивным по отношению к CD123 яванца. 

Таблица 4. Последовательности мышиных антител 12F1 

 

 
В одном варианте осуществления полипептид по данному изобретению (в том числе в форме диме-

ра) связывается с CD123 человека и CD123 примата, отличного от человека (NHP - non-human primate), 

со специфичностью. В другом варианте осуществления изобретения полипептид связывается с CD123 

яванского макака. 
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Данное раскрытие также включает нуклеиновые кислоты (например, ДНК или РНК), кодирующие 

CD123-связывающие домены, и полипептиды, описанные в данном документе. Нуклеиновые кислоты по 

данному изобретению включают нуклеиновые кислоты, имеющие область, которая по существу иден-

тична полинуклеотиду, как указано в табл. 3 ниже. В определенных вариантах осуществления нуклеино-

вая кислота в соответствии с данным раскрытием имеет по меньшей мере 80%, обычно по меньшей мере 

примерно 90%, а более типично, по меньшей мере примерно 95% или по меньшей мере примерно 98% 

идентичности с кодирующим полипептид полинуклеотидом, как указано в табл. 3. Нуклеиновые кислоты 

по данному изобретению также включают комплементарные нуклеиновые кислоты. В некоторых случа-

ях последовательности будут полностью дополняющими (без несовпадений) при выравнивании. В дру-

гих случаях может быть до 20% несоответствия в последовательностях. В некоторых вариантах осущест-

вления изобретения предоставлены нуклеиновые кислоты, кодирующие как первую, так и вторую поли-

пептидные цепи гетеродимерного CD123-связывающего белка, по данному изобретению. Представлен-

ные в данном документе последовательности нуклеиновых кислот могут быть использованы с примене-

нием оптимизации кодонов, вырожденных последовательностей, молчащих мутаций и других методов 

ДНК для оптимизации экспрессии в конкретном хозяине, и данное раскрытие охватывает такие модифи-

кации последовательности. 

Данное изобретение включает рекомбинантный полипептид, кодируемый нуклеиновой кислотой, 

содержащей в последовательности нуклеиновой кислоты по меньшей мере примерно 80%, по меньшей 

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

примерно 96%, по меньшей мере примерно 97 %, по меньшей мере примерно 98%, по меньшей мере 

примерно 99% и по меньшей мере 100% идентичности последовательности нуклеиновой кислоты из SEQ 

ID NO: 1 и/или SEQ ID NO: 3. Данное изобретение включает рекомбинантный полипептид, кодируемый 

нуклеиновой кислотой, содержащей в последовательности нуклеиновой кислоты по меньшей мере при-

мерно 80%, по меньшей мере примерно 85%, по меньшей мере примерно 90%, по меньшей мере пример-

но 95%, по меньшей мере примерно 96%, по меньшей мере примерно 97%, по меньшей мере примерно 

98%, по меньшей мере примерно 99% и по меньшей мере 100% идентичности последовательности нук-

леиновой кислоты SEQ ID NO: 131. 

Данное раскрытие относится к изолированной молекуле нуклеиновой кислоты, кодирующей 

CD123-связывающие домены, белки и полипептиды (или их части), описанные в данном документе, при-

чем указанная молекула нуклеиновой кислоты содержит нуклеотидную последовательность, представ-

ленную в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 41, 

SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID 

NO: 97, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID 

NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID 

NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153 или SEQ ID NO: 155. 

Полинуклеотидные молекулы, содержащие желаемую полинуклеотидную последовательность, 

размножают, помещая молекулу в вектор. Можно использовать вирусные и невирусные векторы, вклю-

чая плазмиды. Выбор плазмиды будет зависеть от типа клетки, в которой желательно размножение, и 

цели размножения. Определенные векторы полезны для амплификации и получения больших количеств 

желаемой последовательности ДНК. Другие векторы пригодны для экспрессии в клетках в культуре. Еще 

другие векторы пригодны для переноса и экспрессии в клетках у животного или человека. Выбор подхо-

дящего вектора находится в пределах квалификации в данной области. Многие такие векторы доступны 

на рынке. Частичный или полноразмерный полинуклеотид встраивается в вектор обычно посредством 

присоединения ДНК-лигазы к участку в векторе, расщепленному рестрикционным ферментом. Альтер-

нативно, желаемая нуклеотидная последовательность может быть вставлена путем гомологичной реком-

бинации in vivo. Обычно это достигается путем присоединения областей гомологии к вектору по сторо-

нам (на флангах) от желаемой нуклеотидной последовательности. Области гомологии добавляют путем 

лигирования олигонуклеотидов или с помощью полимеразной цепной реакции с использованием, на-

пример, праймеров, включающих как область гомологии, так и часть желаемой нуклеотидной последова-

тельности. 

Для экспрессии можно использовать кассету или систему экспрессии. Для экспрессии нуклеиновой 

кислоты, кодирующей полипептид, раскрытый в данном документе, молекулу нуклеиновой кислоты, 

кодирующую полипептид, функционально связанную с регуляторными последовательностями, которые 

контролируют транскрипционную экспрессию в векторе экспрессии, вводят в клетку-хозяин. В дополне-

ние к транскрипционным регуляторным последовательностям, таким как промоторы и энхансеры, векто-

ры экспрессии могут включать трансляционные регуляторные последовательности и маркерный ген, ко-

торый подходит для отбора клеток, несущих вектор экспрессии. Генный продукт, кодируемый полинук-

леотидом по данному изобретению, экспрессируется в любой удобной системе экспрессии, включая, на-

пример, системы бактерий, дрожжей, насекомых, амфибий и млекопитающих. В экспрессионном векторе 

полипептид-кодирующий полинуклеотид связан с регуляторной последовательностью, если это необхо-

димо, для получения желаемых свойств экспрессии. Они могут включать промоторы, энхансеры, терми-

наторы, операторы, репрессоры и индукторы. Промоторы могут быть регулируемыми (например, промо-
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тор из индуцируемого стероидами вектора pIND (Invitrogen)) или конститутивными (например, промото-

ры из последовательностей CMV, SV40, фактора элонгации или LTR). Они связаны с желаемой нуклео-

тидной последовательностью, с использованием методов, описанных выше для присоединения к векто-

рам. Любые методы, известные в данной области техники, могут быть использованы. Соответственно, 

вектор экспрессии обычно обеспечивает область инициации транскрипции и трансляции, которая может 

быть индуцибельной или конститутивной, причем кодирующая область функционально связана под кон-

тролем транскрипции области инициации транскрипции и области терминации транскрипции и трансля-

ции. 

Кассета экспрессии ("единица экспрессии") может быть введена в различные векторы, например 

плазмиду, ВАС, YAC, бактериофаг, такой как лямбда, P1, M13 и т.д., вирусные векторы растений или 

животных (например, векторы на основе ретровирусов, аденовирусные векторы) и тому подобное, при-

чем указанные векторы обычно характеризуются способностью обеспечивать отбор клеток, содержащих 

указанные векторы экспрессии. Указанные векторы могут обеспечивать свое внехромосомное поддержа-

ние, особенно в виде плазмид или вирусов, или интеграцию в хромосому хозяина. Если требуется вне-

хромосомное поддержание, для репликации плазмиды предоставляется исходная последовательность, 

которая может обеспечивать низкое или высокое число копий. Для отбора доступно большое разнообра-

зие маркеров, особенно тех, которые защищают от токсинов, более конкретно от антибиотиков. Кон-

кретный маркер, который выбирается, выбирается в соответствии с природой хозяина, причем, в некото-

рых случаях, комплементация может быть использована с ауксотрофными хозяевами. Для введения кон-

струкции ДНК можно использовать любой удобный метод, включая, например, конъюгацию, бактери-

альную трансформацию, осажденную кальцием ДНК, электропорацию, слияние, трансфекцию, инфици-

рование вирусными векторами, биолистику и тому подобное. Данное раскрытие относится к экспресси-

онному вектору, содержащему сегмент нуклеиновой кислоты, причем указанный сегмент нуклеиновой 

кислоты может содержать нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, SEQ ID 

NO: 3, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 49, SEQ ID NO: 51, 

SEQ ID NO: 65, SEQ ID NO: 67, SEQ ID NO: 81, SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 105, SEQ ID 

NO: 113, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 129, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 133, SEQ ID NO: 135, SEQ ID 

NO: 137, SEQ ID NO: 139, SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 143, SEQ ID NO: 145, SEQ ID NO: 147, SEQ ID 

NO: 149, SEQ ID NO: 151, SEQ ID NO: 153 или SEQ ID NO: 155. 

Соответственно, белки для использования в данном раскрытии могут быть получены в генетически 

сконструированных клетках-хозяевах в соответствии с традиционными методами. Подходящими клетка-

ми-хозяевами являются те типы клеток, которые могут быть трансформированы или трансфицированы 

экзогенной ДНК и выращены в культуре и включают бактерии, грибковые клетки и культивируемые 

клетки высших эукариот (включая культивируемые клетки многоклеточных организмов), особенно куль-

тивируемые клетки млекопитающих. Методы манипулирования клонированными молекулами ДНК и 

введения экзогенной ДНК в различные клетки-хозяева раскрыты Sambrook and Russell, Molecular 

Cloning: A Laboratory Manual (3rd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001), 

и Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology (4th ed., John Wiley & Sons, 1999). Например, реком-

бинантные полипептиды по данному изобретению могут быть экспрессированы из клеток СНО и 

НЕК293. 

Например, для рекомбинантной экспрессии гомодимерного CD123-связывающего белка, содержа-

щего два идентичных CD123-связывающих полипептида, как описано в данном документе, вектор экс-

прессии обычно включает сегмент нуклеиновой кислоты, кодирующий полипептид, связывающий 

CD123, функционально связанный с промотором. Для рекомбинантной экспрессии гетеродимерного 

CD123-связывающего белка, содержащего разные первую и вторую полипептидные цепи, первую и вто-

рую полипептидные цепи можно совместно экспрессировать из отдельных векторов в клетке-хозяине для 

экспрессии всего гетеродимерного белка. Альтернативно, для экспрессии гетеродимерных CD123-

связывающих белков первая и вторая полипептидные цепи коэкспрессируются из отдельных единиц экс-

прессии в одном и том же векторе в клетке-хозяине для экспрессии всего гетеродимерного белка. Век-

тор(ы) экспрессии переносят в клетку-хозяина общепринятыми способами, и затем трансфицированные 

клетки культивируют общепринятыми способами для получения кодируемого полипептида(ов) для про-

дуцирования соответствующего CD123-связывающего белка. 

Чтобы направить рекомбинантный белок в секреторный путь клетки-хозяина, в экспрессионном 

векторе предусмотрена секреторная сигнальная последовательность (также известная как лидерная по-

следовательность). Секреторная сигнальная последовательность может быть последовательностью на-

тивной формы рекомбинантного белка или может быть происходит из другого секретируемого белка или 

синтезирована de novo. Секреторная сигнальная последовательность функционально связана с последо-

вательностью ДНК, кодирующей полипептид, т.е. две последовательности соединены в правильной рам-

ке считывания и расположены так, чтобы направлять вновь синтезированный полипептид в секреторный 

путь клетки-хозяина. Секреторные сигнальные последовательности обычно расположены 5' относитель-

но последовательности ДНК, кодирующей полипептид, представляющий интерес, хотя некоторые сиг-

нальные последовательности могут быть расположены в других местах интересующей последовательно-
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сти ДНК (см., например, Welch et al., патент США № 5037743; Holland et al., патент США № 5143830). В 

некоторых вариантах секреторная сигнальная последовательность для использования в соответствии с 

данным изобретением имеет аминокислотную последовательность MEAPAQLLFLLLLWLPDTTG (SEQ 

ID NO: 198). 

Культивируемые клетки млекопитающих являются подходящими хозяевами для продуцирования 

рекомбинантных белков для использования в данном описании. Способы введения экзогенной ДНК в 

клетки-хозяева млекопитающих включают трансфекцию, опосредованную фосфатом кальция (Wigler et 

al., Cell 14: 725, 1978; Corsaro and Pearson, Somatic Cell Genetics 7: 603, 1981: Graham and Van der Eb, Vi-

rology 52: 456, 1973), электропорацию (Neumann et al., EMBO J. 1: 841-845, 1982), DEAE-декстран-

опосредованную трансфекцию (Ausubel et al., выше) и опосредованную липосомами трансфекцию (Haw-

ley-Nelson et al., Focus 15:73, 1993;. Ciccarone et al., Фокус 15:80, 1993). Получение рекомбинантных по-

липептидов в культивируемых клетках млекопитающих описано, например, Levinson et al. патент США 

№ 4713339; Hagen et al., патент США № 4784950; Palmiter et al. патент США № 4579821; и Ringold, па-

тент США № 4656134. Примеры подходящих клеток-хозяев млекопитающих включают клетки почек 

африканской зеленой мартышки (Vero; ATCC CRL 1587), клетки почки эмбриона человека (293-HEK; 

АТСС CRL 1573), клетки почки детеныша хомяка (ВНК-21, ВНК-570; АТСС CRL 8544, АТСС CRL 

10314), клетки почек собак (MDCK; АТСС CCL 34), клетки яичника китайского хомяка (СНО-K1; АТСС 

CCL61; СНО DG44; СНО DXB11 (Hyclone, Логан, Юта); См. также, например, Chasin et al.., Som. Cell. 

Molec. Genet. 12:555, 1986)), клетки гипофиза крысы (GH1; АТСС CCL82), клетки HeLa S3 (АТСС CCL2. 

2), клетки гепатомы крысы (Н-4-II-Е; АТСС CRL 1548) SV40-трансформированные клетки почки обезья-

ны (COS-1; АТСС CRL 1650) и мышиные эмбриональные клетки (NIH-3T3; АТСС CRL 1658). Дополни-

тельные подходящие клеточные линии известны в данной области и доступны в публичных депозитари-

ях, таких как Американская коллекция типовых культур (American Type Culture Collection), Манассас, 

Вирджиния. Могут быть использованы сильные промоторы транскрипции, такие как промоторы из SV-

40 или цитомегаловируса. См., например, патент США № 4956288. Другие подходящие промоторы 

включают промотор гена металлотионеина (патенты США №№ 4579821 и 4601978) и основной поздний 

промотор аденовируса. 

Отбор с препаратом обычно используется для отбора культивируемых клеток млекопитающих, в 

которые была встроена чужеродная ДНК. Такие клетки обычно называют "трансфектантами". Клетки, 

которые были культивированы в присутствии селективного агента и способны передавать ген, представ-

ляющий интерес, своему потомству, называются "стабильными трансфектантами". Иллюстративные 

маркеры, пригодные для селекции, включают ген, кодирующий устойчивость к антибиотику неомицину, 

который позволяет проводить селекцию в присутствии препарата типа неомицина, такого как G-418 или 

тому подобного; ген gpt для ксантин-гуанин-фосфорибозилтрансферазы, который обеспечивает рост кле-

ток-хозяев в присутствии микофеноловой кислоты/ксантина; и маркеры, которые обеспечивают устойчи-

вость к зеоцину, блеомицину, бластоцидину и гигромицину (см., например, Gatignol et al., Mol. Gen. 

Genet. 207:342, 1987; Drocourt et al., Nucl. Acids Res. 18:4009, 1990). Системы отбора могут также исполь-

зоваться для повышения уровня экспрессии гена, представляющего интерес, и этот процесс называется 

"амплификацией". Амплификацию проводят путем культивирования трансфектантов в присутствии низ-

кого уровня селективного агента и затем увеличения количества селективного агента для отбора клеток, 

которые продуцируют высокие уровни продуктов введенных генов. Иллюстративным амплифицируе-

мым селектируемым маркером является дигидрофолатредуктаза, которая придает устойчивость к метот-

рексату. Также могут быть использованы другие гены устойчивости к препаратам (например, устойчи-

вость к гигромицину, устойчивость к множественным лекарственным средствам, пуромицин-

ацетилтрансфераза). 

Другие клетки высших эукариот также могут быть использованы в качестве хозяев, включая клетки 

насекомых, клетки растений и клетки птиц. Использование Agrobacterium rhizogenes в качестве вектора 

для экспрессии генов в клетках растений было рассмотрено Sinkar et al., J. Biosci. (Bangalore) 11:47-58, 

1987. Трансформация клеток насекомых и продуцирование в них чужеродных полипептидов раскрыта 

Guarino et al, патент США 5162222 и WO 94/06463. 

Клетки насекомых могут быть инфицированы рекомбинантным бакуловирусом, обычно получен-

ным из вируса ядерного полиэдроза Autographa californica (AcNPV). См. King and Possee, The Baculovirus 

Expression System: A Laboratory Guide (Chapman & Hall, London); O'Reilly et al., Baculovirus Expression 

Vectors: A Laboratory Manual (Oxford University Press., New York 1994); and Baculovirus Expression Proto-

cols.. Methods in Molecular Biology (Richardson ed., Humana Press, Totowa, NJ, 1995). Рекомбинантный 

бакуловирус также может быть получен путем использования системы на основе транспозона, описан-

ной Luckow et al. (J. Virol. 67:4566-4579, 1993). Эта система, которая использует векторы переноса, ком-

мерчески доступна в форме набора (набор ВАС-ТО-ВАС; Life Technologies, Гейтсбург, Мэриленд). Век-

тор переноса (например, PFASTBAC1; Life Technologies) содержит транспозон Tn7 для перемещения 

ДНК, кодирующей интересующий белок, в геном бакуловируса, который поддерживается в Е. coli, в ви-

де большой плазмиды, называемой "бакмидой". См. Hill-Perkins and Possee, J. Gen. Virol. 71:971-976, 

1990; Bonning et al., J. Gen. Virol. 75:1551-1556, 1994; and Chazenbalk and Rapoport, J. Biol. Chem. 
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270:1543-1549, 1995. Кроме того, векторы переноса могут включать слияние в рамке с ДНК, кодирующей 

удлинение полипептида или аффинный тэг, как описано выше. С использованием методов, известных в 

данной области, вектор переноса, содержащий последовательность ДНК, кодирующую белок, трансфор-

мируют в клетки-хозяева Е. coli, и клетки подвергают скринингу на наличие бактерий, которые содержат 

прерванный ген lacZ, что указывает на рекомбинантный бакуловирус. Бакмидную ДНК, содержащую 

рекомбинантный бакуловирусный геном, выделяют с использованием общепринятых методов и исполь-

зуют для трансфекции клеток Spodoptera frugiperda, таких как клетки Sf9. Далее вырабатывается реком-

бинантный вирус, который экспрессирует белок, представляющий интерес. Рекомбинантные вирусные 

стоки получают способами, обычно используемыми в данной области. 

Для производства белка рекомбинантный вирус может быть использован для заражения клеток-

хозяев, как правило, клеточной линии, происходящей из кукурузной лиственной совки, Spodoptera frugi-

perda (например, клетки Sf9 или Sf21) или Trichoplusia ni (например, клетки HIGH FIVE; Invitrogen, Кар-

дбад, Калифорния). См. в целом Glick and Pasternak, Molecular Biotechnology, Principles & Applications of 

Recombinant DNA (ASM Press, Washington, D. C, 1994). См. также патент США № 5300435. Бессыворо-

точные среды используются для роста и поддержания клеток. Подходящие составы сред известны в дан-

ной области и могут быть получены от коммерческих поставщиков. Клетки выращивают от плотности 

инокуляции около 2-5×10
5
 клеток до плотности 1-2×10

6 
клеток, после чего добавляют рекомбинантный 

вирусный сток в множественности инфекции (MOI - multiplicity of infection) от 0,1 до 10, чаще около 3. 

Используемые процедуры обычно описаны в доступных лабораторных руководствах (см., например, 

King and Possee, выше; O'Reilly et al., выше; Richardson, выше). 

Грибковые клетки, включая дрожжевые клетки, также могут быть использованы в данном описа-

нии. В этом отношении виды дрожжей включают, например, Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris и 

Pichia methanolica. Способы трансформации клеток S. cerevisiae экзогенной ДНК и получения из них ре-

комбинантных полипептидов описаны, например, в Kawasaki, патент США № 4599311; Кавасаки и соавт. 

Патент США № 4931373; Brake, патент США № 4870008; Welch et al. патент США № 5037743; и Murray 

et al. патент США № 4845075. Трансформированные клетки отбирают по фенотипу, определяемому се-

лектируемым маркером, обычно устойчивостью к препарату или способностью расти в отсутствие опре-

деленного питательного вещества (например, лейцина). Примерной векторной системой для использова-

ния в Saccharomyces cerevisiae является векторная система РОТ1, раскрытая Kawasaki et al. (патент США 

№ 4931373), который позволяет выбирать трансформированные клетки путем роста в среде, содержащей 

глюкозу. Подходящие промоторы и терминаторы для использования в дрожжах включают промоторы из 

генов гликолитических ферментов (см., например, Kawasaki, патент США № 4599311; Kingsman et al., 

Патент США № 4615974; и Bitter, патент США № 4977092) и гены алкогольдегидрогеназы. См. также 

патенты США №№ 4990446; 5063154; 5139936; и 4661454. В данной области известны системы транс-

формации для других дрожжей, включая Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromy-

ces lactis, Kluyveromyces fragilis, Ustilago maydis, Pichia pastoris, Pichia methanolica, Pichia guillermondii и 

Candida maltosa. Смотри, например, Gleeson et al, J. Gen. Microbiol. 132: 3459-3465, 1986; Cregg, патент 

США № 4882279; и Raymond et al, {1 Yeast 14:11-23, 1998. Клетки Aspergillus могут быть использованы в 

соответствии с методами McKnight et al. Патент США № 4935349. Способы трансформации Acremonium 

chrysogenum раскрыты Sumino et al. патент США № 5162228. Способы трансформации нейроспоры рас-

крыты в Lambowitz, патент США № 4486533. Получение рекомбинантных белков в Pichia methanolica 

раскрыто в патентах США №№ 5716808; 5736383; 5854039 и 5888768. 

Прокариотические клетки-хозяева, включая штаммы бактерий Escherichia coli, Bacillus и других ро-

дов, также являются полезными клетками-хозяевами в рамках данного изобретения. Способы трансфор-

мации этих хозяев и экспрессии клонированных в них чужеродных последовательностей ДНК хорошо 

известны в данной области (см., например, Sambrook and Russell, выше). При экспрессии рекомбинант-

ного белка в бактериях, таких как Е. coli, белок может удерживаться в цитоплазме, обычно в виде нерас-

творимых гранул, или может направляться в периплазматическое пространство с помощью последова-

тельности бактериальной секреции. В первом случае клетки лизируют, а гранулы извлекают и денатури-

руют, используя, например, изотиоцианат гуанидина или мочевину. Затем денатурированный белок мо-

жет быть повторно свернут и димеризован путем разбавления денатуранта, таким образом, например, как 

диализ против раствора мочевины и комбинации восстановленного и окисленного глутатиона, с после-

дующим диализом против забуференного солевого раствора. Альтернативно, белок может быть извлечен 

из цитоплазмы в растворимой форме и выделен без использования денатурирующих агентов. Белок из-

влекается из клетки в виде водного экстракта, например, в фосфатно-солевом буфере. Для захвата пред-

ставляющего интерес белка экстракт наносят непосредственно на хроматографическую среду, такую как 

иммобилизованное антитело или гепарин-сефарозная колонка. Секретируемые белки могут быть извле-

чены из периплазматического пространства в растворимой и функциональной форме путем разрушения 

клеток (например, ультразвуком или осмотическим шоком), чтобы высвободить содержимое периплаз-

матического пространства и восстановления белка, тем самым устраняя необходимость в денатурации и 

рефолдинге. Антитела, включая одноцепочечные антитела, можно продуцировать в бактериальных клет-

ках-хозяевах в соответствии с известными способами. Смотри, например, Bird et al., Science 242: 423-426, 
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1988; Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883, 1988; и Pantoliano et al., Biochem. 30:10117-

10125, 1991. 

Трансформированные или трансфицированные клетки-хозяева культивируют в соответствии с тра-

диционными процедурами в культуральной среде, содержащей питательные вещества и другие компо-

ненты, необходимые для роста выбранных клеток-хозяев. Различные подходящие среды, включая опре-

деленные среды и сложные среды, известны в данной области и обычно включают источник углерода, 

источник азота, незаменимые аминокислоты, витамины и минералы. Носитель также может содержать 

такие компоненты, как факторы роста или сыворотка, по необходимости. Среда для роста, как правило, 

отбирает клетки, содержащие экзогенно добавленную ДНК, например, путем отбора препаратом или 

недостатком необходимого питательного вещества, которое дополняется маркером селекции, который 

содержится в экспрессионном векторе или совместно трансфицируется в клетку-хозяин. 

CD123-связывающие белки могут быть очищены обычными способами очистки белка, обычно с 

помощью комбинации хроматографических методов. См. в общем Affinity Chromatography: Principles & 

Methods (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Sweden, 1988); Scopes, Protein Purification: Principles and 

Practice (Springer-Verlag, New York 1994). Белки, содержащие Fc-область иммуноглобулина, могут быть 

очищены аффинной хроматографией на иммобилизованном белке А или белке G. Дополнительные ста-

дии очистки, такие как гель-фильтрация, могут быть использованы для получения желаемого уровня чи-

стоты или для обессоливания, замены буфера и тому подобного. 

Данное раскрытие обеспечивает способы лечения субъекта с расстройством, характеризующимся 

избыточной экспрессией CD123. Как правило, такие способы включают введение субъекту, нуждающе-

муся в таком лечении, полипептида или CD123-связывающего белка, как описано в данном документе. В 

некоторых вариантах осуществления CD123-связывающий белок содержит по меньшей мере одну эф-

фекторную функцию, выбранную из антителозависимой клеточно-опосредованной цитотоксичности 

(АЗКЦ) и комплементзависимой цитотоксичности (CDC), так что CD123-связывающий белок индуциру-

ет АЗКЦ и/или CDC анти-CD123-экспрессирующие клетки у субъекта. 

В других вариантах осуществления, в которых полипептид содержит второй связывающий домен, 

который специфически связывает Т-клетку (например, с комплексом ТКР или его компонентом, таким 

как CD3ε), полипептид или белок, связывающийся с CD123, индуцирует перенаправленную Т-клеточную 

цитотоксичность (RTCC) анти-CD123-экспрессирующих клеток у субъекта. В некоторых вариантах осу-

ществления полипептиды RTCC (например, полипептиды, которые индуцируют RTCC) содержат моди-

фицированный константный домен для снижения или удаления активности АЗКЦ и/или CDC. 

В некоторых вариациях метода расстройство представляет собой рак. Иллюстративные виды рака, 

поддающиеся лечению в соответствии с данным раскрытием, включают, например, острый миелоидный 

лейкоз (ОМЛ), В-лимфолейкоз, новообразования из бластных плазмоцитоидных дендритных клеток 

(ОБПДК), волосатоклеточный лейкоз, миелодиспластический синдром, острую лимфобластную лейке-

мию, рефрактерную анемию с избытком бластов, хроническая миелоидный лейкоз и лимфома Ходжкина. 

Данное раскрытие также охватывает использование полипептида, связывающего CD123 для произ-

водства лекарственного средства для лечения расстройства (например, рака), характеризующегося сверх-

экспрессией CD123. В одном варианте осуществления полипептид, связывающий CD123 обладает ак-

тивностью RTCC, например, он содержит домен, анти-CD123 и анти-CD3 связывания. В одном варианте 

осуществления данное раскрытие включает полипептид, связывающий CD123 для применения при лече-

нии расстройства (например, рака), характеризующегося сверхэкспрессией CD123. 

В одном варианте осуществления данное изобретение относится к способу лечения пациента с ди-

агнозом острый миелоидный лейкоз, В-лимфолейкоз, новообразования из бластных плазмоцитоидных 

дендритных клеток (ОБПДК), волосатоклеточный лейкоз, миелодиспластический синдром, острый лим-

фобластный лейкоз, рефрактерная анемия с избытком бластов, хронический миелоидный лейкоз, лим-

фома Ходжкина или другой рак, связанный с экспрессией CD123, путем введения терапевтически эффек-

тивного количества фармацевтической композиции, содержащей рекомбинантный полипептид, по 

меньшей мере примерно на 80%, по меньшей мере примерно на 85%, по меньшей мере примерно на 90%, 

по меньшей мере, примерно на 95%, по меньшей мере примерно на 96%, по меньшей мере примерно на 

97%, по меньшей мере примерно на 98%, по меньшей мере примерно на 99% или по меньшей мере при-

мерно на 100% идентичный аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 130 или 132. 

В некоторых вариантах осуществления данное изобретение относится к способу лечения пациента с 

раком, включающему введение пациенту полипептида, связывающего CD123, содержащего аминокис-

лотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 134, SEQ 

ID NO: 136, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 140, SEQ ID NO: 142, SEQ ID NO: 144, SEQ ID NO: 146, SEQ 

ID NO: 148, SEQ ID NO: 150, SEQ ID NO: 152, SEQ ID NO: 154 или SEQ ID NO: 156. 

В некоторых вариантах осуществления для способов лечения и применений, описанных в данном 

документе, полипептид по данному изобретению доставляется способом, согласующимся с традицион-

ными методологиями, связанными с лечением заболевания или расстройства, для которого требуется 

лечение. В соответствии с приведенным в данном документе описанием терапевтически эффективное 

количество полипептида или CD123-связывающего белка в форме димера вводят субъекту, нуждающе-
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муся в таком лечении, в течение времени и в условиях, достаточных для предотвращения или лечения 

заболевания или расстройства. 

Субъектами для введения полипептидов, как описано в данном документе, являются пациенты с 

высоким риском развития конкретного расстройства, характеризующегося избыточной экспрессией 

CD123, а также пациенты с имеющимся таким расстройством. Как правило, у субъекта диагностируют 

расстройство, для которого требуется лечение. Кроме того, субъекты могут в течение курса лечения на-

блюдать за любым изменением расстройства (например, за увеличением или уменьшением клинических 

симптомов расстройства). Кроме того, в некоторых вариантах субъект не страдает от другого расстрой-

ства, требующего лечения, которое включает нацеливание на клетки, экспрессирующие CD123. 

В профилактических целях фармацевтические композиции или лекарственные средства вводят па-

циенту, предрасположенному или иным образом подверженному риску конкретного расстройства, в ко-

личестве, достаточном для устранения или уменьшения риска или задержки возникновения расстрой-

ства. В терапевтических применениях композиции или лекарственные средства вводят пациенту, подоз-

реваемому или уже страдающему таким расстройством, в количестве, достаточном для лечения или, по 

меньшей мере, частичной остановки симптомов расстройства и его осложнений. Количество, достаточ-

ное для достижения этого, называется терапевтически эффективной дозой или количеством. Как в про-

филактических, так и в терапевтических режимах агенты обычно вводят в нескольких дозах до тех пор, 

пока не будет достигнут достаточный ответ (например, ингибирование несоответствующей активности 

ангиогенеза). Как правило, ответ контролируется, и повторные дозы назначаются, если желаемый ответ 

начинает исчезать. 

Для идентификации пациентов, подлежащих лечению, в соответствии со способами раскрытия, мо-

гут быть использованы принятые методы скрининга для определения факторов риска, связанных с кон-

кретными расстройствами, или для определения состояния существующего расстройства, выявленного у 

субъекта. Такие способы могут включать, например, определение того, есть ли у человека родственники, 

которым был поставлен диагноз определенного заболевания. Методы скрининга могут также включать, 

например, обычные обследования для определения семейного статуса для конкретного заболевания, ко-

торое, как известно, имеет наследственный компонент. Например, известно, что различные виды рака 

имеют определенные наследуемые компоненты. Наследственные компоненты рака включают, например, 

мутации во множественных генах, которые являются трансформирующими (например, Ras, Raf, EGFR, 

cMet и др.), наличие или отсутствие определенных молекул HLA и рецептора ингибирования киллера 

(KIR - killer inhibitory receptor) или механизмы, с помощью которых раковые клетки способны модулиро-

вать иммуносупрессию таких клеток, как NK-клетки и Т-клетки, прямо или не прямо (см., например, 

Ljunggren and Malmberg, Nature Rev. Immunol. 7:329-339, 2007; Boyton and Altmann, Clin. Exp. Immunol. 

149:1-8, 2007). С этой целью можно регулярно использовать нуклеотидные зонды для идентификации 

лиц, несущих генетические маркеры, связанные с конкретным интересующим расстройством. Кроме то-

го, в данной области техники известно множество разнообразных иммунологических методов, которые 

полезны для идентификации маркеров специфического расстройства. Например, в данной области тех-

ники хорошо известны различные методы иммуноферментного анализа ИФА, в которых используются 

зонды моноклональных антител для выявления антигенов, связанных со специфическими опухолями. 

Скрининг может быть осуществлен в соответствии с известными симптомами пациента, возрастными 

факторами, связанными факторами риска и т.д. Эти методы позволяют врачу регулярно отбирать паци-

ентов, нуждающихся в методах, описанных в данном документе, для лечения. В соответствии с этими 

способами нацеливание на патологические клетки, экспрессирующие CD123, может быть реализовано в 

виде независимой программы лечения или в качестве последующей, вспомогательной или координи-

рующей схемы лечения по сравнению с другими видами лечения. 

Для введения полипептид по данному изобретению (например, в форме димера) может быть со-

ставлен в виде фармацевтической композиции. Фармацевтическая композиция может содержать: (i) по-

липептид, связывающий CD123 и (ii) фармацевтически приемлемый носитель, разбавитель или наполни-

тель. Фармацевтическая композиция, содержащая CD123-связывающий белок, может быть составлена в 

соответствии с известными способами для приготовления фармацевтически полезных композиций, по-

средством чего терапевтическая молекула объединяется в смеси с фармацевтически приемлемым носи-

телем, разбавителем или наполнителем. Считается, что носитель является "фармацевтически приемле-

мым носителем", если его введение может переносится пациентом-реципиентом. Стерильный забуфе-

ренный фосфатом физиологический раствор является одним из примеров фармацевтически приемлемого 

носителя. Другие подходящие носители, разбавители или наполнители хорошо известны специалистам в 

данной области (См., например, Gennaro (ed.), Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Publishing Com-

pany, 19th ed. 1995)). Составы могут дополнительно включать в себя один или более наполнители, кон-

серванты, солюбилизаторы, буферные агенты, альбумин для предотвращения потери белка на поверхно-

стях флаконов и т.д. 

Фармацевтическая композиция может быть составлена в виде лекарственной формы, выбранной из 

группы, состоящей из пероральной единичной формы дозы, внутривенной единичной формы дозы, ин-

траназальной единичной формы дозы, суппозиторной единичной формы дозы, внутрикожной единичной 
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формы дозы, внутримышечной единичной формы дозы, внутрибрюшинной единичной формы дозы, под-

кожной единичной формы дозы, эпидуральная единичной формы дозы, сублингвальной единичной фор-

мы дозы и внутримозговой единичной формы дозы. Стандартная лекарственная форма для перорального 

применения может быть выбрана из группы, состоящей из таблеток, пилюль, пеллетов, капсул, порош-

ков, пастилок, гранул, растворов, суспензий, эмульсий, сиропов, эликсиров, составов с замедленным вы-

свобождением, аэрозолей и спреев. 

Фармацевтическая композиция, содержащая полипептид по данному изобретению, может быть 

введена субъекту в терапевтически эффективном количестве. Согласно способам данного изобретения 

белок, связывающий CD123, может вводиться субъектам различными режимами введения, включая, на-

пример, внутримышечный, подкожный, внутривенный, внутрипредсердный, внутрисуставный, паренте-

ральный, интраназальный, внутрилегочный, трансдермальный, внутриплевральный, интратекальный и 

оральный пути введения. 

Определение эффективных дозировок в этом контексте обычно основывается на модельных иссле-

дованиях на животных, за которыми следуют клинические испытания на людях, и руководствуется опре-

делением эффективных дозировок и протоколов введения, которые значительно уменьшают возникнове-

ние или серьезность исследуемого расстройства у модельных субъектов. Эффективные дозы композиций 

по данному изобретению варьируются в зависимости от многих различных факторов, включая способы 

введения, место назначения, физиологическое состояние пациента, является ли пациент человеком или 

животным, вводятся ли другие лекарственные средства, является ли лечение профилактическим или те-

рапевтическим, а также конкретная активность самой композиции и ее способность вызывать желаемый 

ответ у индивидуума. Обычно пациент является человеком, но при некоторых заболеваниях пациент мо-

жет быть млекопитающим, отличным от человека. Как правило, схемы дозировки корректируются для 

обеспечения оптимального терапевтического ответа, то есть для оптимизации безопасности и эффектив-

ности. Соответственно, терапевтически эффективное количество также представляет собой количество, в 

котором любые нежелательные побочные эффекты имеют меньшее влияние, чем полезные эффекты вве-

дения CD123-связывающего белка, как описано в данном документе. Для введения CD123-связывающего 

белка дозировка может составлять, например, от примерно 0,1 мкг до 100 мг/кг или от 1 до примерно 50 

мг/кг или от 10 мкг до 5 мг/кг веса тела субъекта. 

Дозировка фармацевтической композиции может варьироваться лечащим врачом для поддержания 

желаемой концентрации в целевом сайте. 

Что касается лечения солидных (твердых) опухолей, протоколы для оценки измеряемых параметров 

и противоопухолевой активности хорошо известны в данной области. В то время как каждый протокол 

может определять оценки ответа опухоли по-разному, RECIST (Response evaluation Criteria in solid tu-

mors-критерии оценки ответа в солидных опухолях) критерии в данное время считаются рекомендован-

ными руководящими принципами для оценки ответа опухоли Национальным институтом рака (см. Ther-

asse et al., J. Natl. Cancer Inst. 92:205-216, 2000). В соответствии с критериями RECIST опухолевый ответ 

означает уменьшение или устранение всех поддающихся измерению повреждений или метастазов. Забо-

левание, как правило, считается поддающимся измерению, если оно включает поражения, которые мож-

но точно измерить, по меньшей мере, в одном измерении, например, ≥ 20 мм с помощью традиционных 

методов или ≥ 10 мм с помощью спиральной компьютерной томографии (КТ) с четко определенными 

краями по медицинской фотографии или рентгеновской компьютерной осевой томографии (КТ), магнит-

но-резонансной томографии (МРТ) или клинического обследования (если поражения поверхностные). Не 

поддающееся измерению заболевание означает, что заболевание включает поражения <20 мм при изме-

рении с помощью традиционных методов или <10 мм при измерении с помощью спиральной компью-

терной томографии (КТ), и действительно не поддающиеся измерению поражения (слишком маленькие, 

чтобы их можно было точно измерить). Не поддающееся измерению заболевание включает плевральные 

выпоты, асциты и заболевание, подтвержденное косвенными данными. 

Критерии для объективного статуса необходимы для протоколов для оценки реакции солидной 

опухоли. Иллюстративные критерии включают следующее: (1) полный ответ (ПО), определяемый как 

полное исчезновение всего поддающегося измерению заболевания; нет новых поражений; нет связанных 

с болезнью симптомов; нет доказательств присутствия не поддающегося измерения заболевания; (2) час-

тичный ответ (40), определяемый как уменьшение суммы самого длинного диаметра целевого поражения 

на 30% (3) прогрессирующее заболевание (ПЗ), определяемое как увеличение суммы наибольшего диа-

метра целевого поражения на 20% или появления любого нового повреждения; (4) стабильность или от-

сутствие ответа, которые определяются как не отвечающее критериям ПО, ЧО или Прогрессирующего 

Заболевания. (См. Therasse et al., выше) 

Дополнительные главные измеряемые параметры, которые принимаются в области онкологии, 

включают общую выживаемость (OB - OS - overall survival), выживаемость без заболеваний (ВБЗ - DFS - 

disease-free survival), объективную частоту ответа (ОЧО - ORR - objective response rate), время до про-

грессирования (ВДП - ТТР - time to progression) и выживаемость без прогрессирования (ВБП - PFS - pro-

gression-free survival) (см. Guidance for Industry: Clinical Trial Endpoints for the Approval of Cancer Drugs 
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and Biologies, April 2005, Center for Drug Evaluation and Research, FDA, Rockville, MD). 

Фармацевтические композиции могут поставляться в виде набора, включающего контейнер, кото-

рый содержит фармацевтическую композицию, как описано в данном документе. Фармацевтическая 

композиция может быть предоставлена, например, в форме раствора для инъекций для однократной или 

многократных доз или в виде стерильного порошка, который будет растворен перед инъекцией. Альтер-

нативно, такой набор может включать диспергатор сухого порошка, генератор жидкого аэрозоля или 

распылитель для введения фармацевтической композиции. Такой набор может дополнительно содержать 

письменную информацию о показаниях и применении фармацевтической композиции. 

Данное раскрытие будет дополнительно пояснено следующими примерами, которые предназначе-

ны исключительно для иллюстрации раскрытия и никоим образом не являются ограничивающими. 

Примеры 

Пример 1. Получение гуманизированных вариантов анти-CD123-антител и конструирование моно-

специфических и биспецифических CD123-связывающих молекул. 

Отбор моноспецифических CD123-связывающих молекул с помощью фагового дисплея 

Анти-CD123-специфичные связывающие молекулы scFv были выделены из библиотеки SuperHu-

man, Distributed Bio Inc. Южный Сан-Франциско, Калифорния), используя метод паннирования раство-

римого фагового дисплея (soluble phage display panning) против биотинилированного рекомбинантного 

белка CD123 (SEQ ID NO: 200) в соответствии с протоколами Distributed Bio и как описано ранее Ayriss, 

J et al. (2007) J Proteome Res., P 1072 -82. Специфичность связывания клонов была охарактеризована с 

помощью ИФА с использованием CD123 и неродственного рекомбинантного белка с идентичным тэгом 

для очистки. Проточную цитометрию с использованием клеток HEK293, трансфицированных варианта-

ми CD123 человека и яванца, SEQ ID NO: 201 и SEQ ID NO: 203, соответственно, использовали для 

идентификации клонов, связывающихся с CD123 в контексте клеточной поверхности. Нуклеотидные и 

аминокислотные последовательности связывающих молекул, на которые ссылаются эти примеры, можно 

найти в табл. 5. 

Выделение моноспецифических CD123-связывающих молекул путем генерации гибридомы 

Анти-CD123-специфичные антитела выделяли из библиотеки гибридом, созданной после иммуни-

зации OmniMice (Ligand Inc, Сан-Диего, Калифорния) рекомбинантным человеческим эктодоменом 

CD123 (SEQ ID NO: 200). Специфичность связывания отдельных клонов была подтверждена тестирова-

нием связывания с использованием проточной цитометрии на клетках HEK293, трансфицированных ва-

риантами CD123 человека и яванского макака, SEQ ID NO: 201 и 203 соответственно, и далее подтвер-

ждено отсутствием связывания с родительскими клетками HEK293. Последовательности были получены 

с помощью ОТ-ПЦР с использованием набора ОТ-ПЦР OneStep (QIAGEN Inc., Валенсия, Калифорния), 

следуя модифицированной версии протокола производителя. Вкратце, клетки каждого клона соскребали 

с емкостей с замороженными клетками и ресуспендировали в воде, не содержащей РНКазы. Эту клеточ-

ную суспензию затем использовали в качестве матрицы в реакции ОТ-ПЦР с использованием наборов 

геноспецифических праймеров, которые фланкируют вариабельные домены тяжелой цепи, каппа или 

лямбда. Сиквенирование проводили с использованием обратного праймера в константных доменах для 

каждого из этих фрагментов. Затем последовательности были преобразованы в формат scFv путем ам-

плификации вариабельных доменов с использованием праймеров, которые содержат перекрывающиеся 

последовательности и были собраны в экспрессирующий вектор млекопитающих с использованием на-

бора для клонирования ДНК-сборки NEBuilder HiF (New England Biolabs, Беверли, Масачусетс). 
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Таблица 5. Последовательности CD123, используемые для иммунизации и скрининга 
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Получение биспецифических CD123-связывающих молекул 

Биспецифические CD123-связывающие молекулы, нацеленные на CD123 и CD3-эпсилон, TRI129 

(SEQ ID NO: 129 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 130 (аминокислота)); TRI130 (SEQ ID NO: 131 

(нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 132 (аминокислота)); TRI1123 (SEQ ID NO: 133 (нуклеиновая кисло-

та), SEQ ID NO: 134 (аминокислота)); TRI124 (SEQ ID NO: 135 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 136 

(аминокислота)); TRI137 (SEQ ID NO: 137 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 138 (аминокислота)); 

TRI125 (SEQ ID NO: 139 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 140 (аминокислота)); TRI126 (SEQ ID NO: 

141 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 142 (аминокислота)); TRI127 (SEQ ID NO: 143 (нуклеиновая ки-

слота), SEQ ID NO: 144 (аминокислота)); TRI134 (SEQ ID NO: 145 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 

146 (аминокислота)); TRI128 (SEQ ID NO: 147 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 148 (аминокислота)); 

TRI131 (SEQ ID NO: 149 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 150 (аминокислота)); TRI132 (SEQ ID NO: 

151 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 152 (аминокислота)); TRI138 (SEQ ID NO: 153 (нуклеиновая ки-

слота), SEQ ID NO: 154 (аминокислота)); и TRI139 (SEQ ID NO: 155 (нуклеиновая кислота), SEQ ID NO: 

156 (аминокислота)) были получены с использованием стандартных методов молекулярной биологии, 

основываясь на существующих биспецифических связывающих молекулах в качестве матриц и с исполь-

зованием способов, в целом раскрытых, например, в публикация заявки РСТ № W0 2007/146968, публи-

кация заявки на патент США № 2006/0051844, публикация заявки РСТ № WO 2010/040105, публикация 

заявки РСТ № WO 2010/003108 и патент США № 7166707 (см. также табл. 3). Вставку N-концевого анти-

CD123-связывающего домена scFv осуществляли путем расщепления родительской матрицы и вставки 

scFv рестрикционными ферментами HindIII и XhoI, желаемые фрагменты идентифицировали и выделяли 

путем очистки в агарозном геле и лигировали. Вставка С-концевого анти-CD3-эпсилон-связывающего 

scFv-домена осуществлялась путем расщепления родительской матрицы и вставки scFv рестрикционны-

ми ферментами EcoRI и NotI, желаемые фрагменты были идентифицированы и выделены путем очистки 

в агарозном геле и лигированы. 

Сборка конструкций с человеческими доменами scFv осуществлялась путем лигирования из трех 

частей с использованием фрагмента HindIII/BamHI, фрагмента BamHI/XhoI и вектора клонирования, раз-

резанного с помощью HindIII/XhoI. Это было использовано для получения последовательностей генов, 

соответствующих гуманизированным биспецифическим молекулам, продемонстрированным в табл. 4. 
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Таблица 6. Состав исходных гуманизированных конструкций 

 

 
Экспрессия и очистка CD123-связывающих молекул и антител 

Биспецифические CD123-связывающие молекулы, раскрытые в данном документе, были получены 

как путем транзиентной трансфекции клеток человека HEK293, так и, в некоторых случаях, также путем 

стабильной трансфекции клеток СНО. Трансфицированные клетки очищали от супернатантов клеточных 

культур с помощью аффинной хроматографии с белком А. Если агрегаты обнаруживались после аффин-

ной хроматографии, вторичная эксклюзионная хроматография также применялась для обеспечения гомо-

генности белка. 

Пример 2. Связывание CD123-связывающих молекул с CD123 (+) клеточными линиями 

Для подтверждения того, что активность связывания с CD123 на поверхности раковых клеток была 

сохранена анти-CD123х-анти-CD3ε молекулами и перекрестную реактивность с CD123 яванца, была ис-

пользована проточная цитометрия для количественного определения связывания сконструированных 

CD123-связывающих молекул с линиями клеток, экспрессирующими CD123. 

Связывание моноспецифических и биспецифических белков с CD123(+) клеточными линиями 

Исследования связывания на CD123 (+) Molm-13 (Matsuo, Y et al., 1997, Leukemia 11, 1469-1477.) 

раковой клеточной линий и клетоках СНО, экспрессирующих CD123 яванца, выполняли с помощью 

стандартных процедур окрашивания на основе проточной цитометрии. Клеточная линия Molm-13 была 

получена от DSMZ (Брауншвейг, Германия). Клеточную линию Molm-13 культивировали в соответствии 

с предоставленными протоколами. Клетки яичника китайского хомячка (СНО), стабильно экспресси-

рующие полноразмерный белок CD123 яванца, были получены собственными силами. Типичный экспе-

римент метит 100000 клеток на лунку в 96-луночных планшетах с диапазоном от 1000 до 0,012 нМ свя-

зывающей молекулы в 100 мкл буфера PBS с 0,2% BSA и 2 мМ EDTA в течение 30 мин на льду с после-

дующим промыванием и инкубацией с меченным РЕ вторичным антителом с минимальной межвидовой 

реактивностью, козьим анти-человеческим IgG Fcγ, F(ab') 2 (Jackson Laboratory) в течение 30 мин на 

льду. Сигнал от связанных молекул детектировали с использованием проточного цитометра LSR-II 

(BD Biosciences) и анализировали с помощью программного обеспечения для анализа проточной цито-

метрии FlowJo. Средняя интенсивность флуоресценции (СИФ) связанных молекул на клетках определя-

лась после исключения дублетов. Нелинейный регрессионный анализ для определения значений ЕС50 

был выполнен в программном обеспечении для построения графиков и статистики GraphPad Prism 7. 

На фиг. 1А, 1B, 1С и 1D продемонстрировано связывание 13 различных биспецифических молекул 

анти-CD123х анти-CD3ε (TRI123, TRI125, TRI126, TRI127, TRI128, TRI129, TRI130, TRI131, TRI132, 

TRI134, TRI137, TRI138 и TRI139) в трех независимых экспериментах с CD123 (+) Molm-13 линией опу-

холевых клеток человека. В этих экспериментах использовались биспецифические конструкции, приго-

товленные из транзиентно трансфицированных клеток HEK293. Четыре молекулы продемонстрировали 

сравнимые максимальные уровни связывания при насыщающих концентрациях. Наблюдаемые значения 

ЕС50 для TRI125, TRI129, TRI130 и TRI139 находились в диапазоне 2-10 нМ. Эксперименты были повто-
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рены для TRI129 и TRI130 из стабильно трансфицированных клеток СНО с аналогичными результатами 

(данные не представлены). 

На фиг. 2А, 2В и 2С продемонстрировано связывание 13 различных биспецифических молекул ан-

тит-CD123х анти-CD3ε (TRI123, TRI125, TRI126, TRI127, TRI128, TRI129, TRI130, TRI131, TRI132, 

TRI134, TRI137, TRI138 и TRI139) в двух независимых экспериментах с клетками СНО, стабильно экс-

прессирующими белок CD123 яванца. Семь молекул продемонстрировали сравнимые максимальные 

уровни связывания при насыщающих концентрациях. Наблюдаемые значения ЕС50 для TRI123, TRI126, 

TRI129, TRI130, TRI132, TRI137 и TRI139 находились в диапазоне 3-38 нМ. 

Эти результаты подтверждают, что сконструированные молекулы анти-CD123х и анти-CD3ε сохра-

няют связывающую активность с CD123 человека на поверхности раковых клеток и перекрестно реаги-

руют с CD123 яванца. 

Пример 3. Анализ перенаправленной Т-клеточной цитотоксичности с CD123(+) клеточными ли-

ниями. 

Чтобы подтвердить, что биспецифические молекулы, связывающиеся как с CD123, так и с CD3ε, 

могут перенаправлять цитотоксичность Т-клеток анти-CD123(+) клеточной линии, были использованы 

анализы высвобождения хрома-51 для количественной оценки лизиса клеток-мишеней, индуцированного 

Т-клетками. 

Анализы высвобождения хрома-51 с CD123(+) клеточными линиями 

Опухолевую клеточную линию человека Molm-13 культивировали согласно предоставленным про-

токолам. Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) выделяли из крови человека с исполь-

зованием стандартных градиентов фиколла. Выделенные клетки промывали в забуференом физиологи-

ческом растворе. МКПК культивировали в течение 24 ч с человеческим Т-активатором CD3/CD28 Dyna-

beads (каталог № 11131D, Gibco Life Technologies, Карлсбад, Калифорния, США) для активации Т-

клеток с использованием протоколов производителей. После 24 ч культивирования МКПК собирали и 

помещали в магнитное поле для удаления Dynabeads. Выделенные клетки промывали средой RPMI + 

10% человеческой сыворотки. Во время анализа концентрации биспецифических молекул с конечной 

концентрацией в диапазоне от 1000 до 0,061 пМ добавляли к активированным МКПК (около 100000 на 

лунку). 

Около 2,5×10
6
 клеток-мишеней Molm-13 обрабатывали 0,125 мКю 

51
Cr и инкубировали в течение 90 

мин в инкубаторе с увлажнением и 5% СО2 при 37°С. После инкубации клетки промывали 3 раза средой 

для анализа (RPMI с 10% человеческой сыворотки) и ресуспендировали в 12,5 мл среды для анализа. Из 

этой суспензии 50 мкл распределяли на лунку в 96-луночные планшеты с U- образным дном (около 

10000 клеток на лунку), чтобы довести общий объем до 200 мкл на лунку, и соотношение МКПК к целе-

вым клеткам составляло 10:1. Контроль с нулевым лизисом генерировали только клетки-мишени, без 

МКПК. Полный контроль лизиса был получен путем включения 0,20% NP-40 в качестве обработки толь-

ко клетками-мишенями. Фоновый контроль лизиса генерировали с помощью клеткок-мишеней с МКПК 

в отсутствие биспецифических молекул. 

Планшеты инкубировали в течение 4 ч при 37°С, 5% СО2 в инкубаторе с увлажнением, после чего 

их центрифугировали при 1000 об/мин в течение 3 мин и 25 мкл супернатанта переносили из каждой 

лунки в соответствующую лунку 96-луночного планшета Luma для образцов. Планшеты для образцов 

оставляли сушиться на воздухе под химической вытяжкой в течение 18 ч, а затем считывали радиоактив-

ность на сцинтилляционном счетчике для микропланшетов TopCount (PerkinElmer) с использованием 

стандартного протокола. 

Процент специфического лизиса рассчитывали по формуле: ((сигнал в образце, обработанном пре-

паратом - фоновый сигнал от образцов только с целевой клеткой)/(сигнал в лунках с полным лизисом - 

фоновый сигнал от образцов только с целевой клеткой)) × 100. 

На фиг. 3А, 3В и 3С продемонстрированы анализы высвобождения хрома-51 с клеточной линией 

Molm-13, измеренные через 4 часа с использованием 13 различных биспецифических молекул анти-

CD123х анти-CD3ε (TRI123, TRI125, TRI126, TRI127, TRI128, TRI129, TRI130, TRI131, TRI132, TRI134, 

TRI137, TRI138 и TRI139) в двух независимых экспериментах. Все биспецифические молекулы анти-

CD123х анти-CD3ε показали эффективный лизис клеток-мишеней через 4 ч в диапазоне от 24 до 48% 

максимального специфического лизиса. Измеренные значения ECso находились в диапазоне 3-37 пМ 

через 4 ч. 

Анализы перенаправленной цитотоксичности Т-клеток также выполняли с клетками СНО, стабиль-

но экспрессирующими белок CD123 яванца (TRI129 и TRI130) с (i) Molm-13 (человеческий CD123 + 

клетки) и человеческими Т-клетками, (ii) Molm-13 (человеческий CD123 + клетки) и Т-клетки яванца и 

(iii) клетки СНО, стабильно экспрессирующие CD123 яванца и человеческие Т-клетки. Данные показы-

вают, что TRI129 и TRI130 являются перекрестно-реактивными по отношению к CD123+ клеткам чело-

века и яванца и Т-клеткам. 

Эти результаты подтверждают, что биспецифические молекулы, связывающиеся как с CD123, так и 

с CD3ε, могут перенаправлять цитотоксичность Т-клеток анти-CD123(+) клеточной линии. 



047733 

- 114 - 

Пример 4: Мишень-зависимая пролиферация Т-клеток, индуцированная анти-CD123(+) клеточной 

линии биспецифическими молекулами анти-CD123 

Для сравнения эффективности различных биспецифических молекул, связывающих CD123, при ин-

дукции зависимой от мишени пролиферации Т-клеток, шесть различных биспецифических молекул анти-

CD123х анти-CD3ε, включая TRI123, TRI126, TRI129, TRI130, TRI132 и TRI139, были протестированы в 

двух независимых экспериментах. 

Пролиферацию Т-клеток оценивали проточной цитометрией с использованием CD123(+) клеточной 

линии, Molm-13. Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) выделяли из крови человека с 

использованием стандартных методов разделения по градиенту плотности. Выделенные клетки промы-

вали в забуференом физиологическом растворе. Т-клетки дополнительно выделяли с использованием Pan 

T-cell Isolation Kit II от Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Германия) с использованием протокола произ-

водителя. Клетки Molm-13 облучали для предотвращения деления клеток с использованием рентгенов-

ской системы облучения Faxitron-CellRad от компании Faxitron Bioptics LLC (Тусон, Аризона, США). 

Пролиферацию оценивали путем маркировки изолированных популяций Т-клеток CFSE. Меченные 

CFSE Т-клетки высевали в 96-луночные планшеты с U-образным дном в количестве 120000 кле-

ток/лунку, соответственно, с 30000 опухолевых клеток Molm-13/лунку, чтобы достичь приблизительного 

соотношения Т-клеток к опухолевым клеткам 4: 1. Концентрации тестируемых молекул в диапазоне от 

2,000 мкМ до 0,002 мкМ были добавлены к смеси клеток до конечного объема 200 мкл/лунку в среде 

RPMI 1640, дополненной 10% человеческой сыворотки АВ, пируватом натрия, антибиотиками и замени-

мыми аминокислотами. Планшеты инкубировали при 37°С, 5% СО2 в инкубаторах с увлажнением. Через 

4 дня клетки метили антителами для анализа проточной цитометрией в оригинальных планшетах для 

минимизации потерь клеток, используя физиологический буфер с 0,1% бычьего сывороточного альбу-

мина и 2 мМ ЭДТА. После центрифугирования и удаления супернатанта клеточные осадки ресуспенди-

ровали со смесью следующих меченых красителем антител в объемах по 50 мкл: CD5-PE, CD8-Pacific 

Blue, CD25-PE-Cy7 и 7AAD и инкубировали в течение 30 мин на льду. Клетки дважды промывали и ре-

суспендировали в объемах по 120 мкл непосредственно перед измерением 50% каждой лунки в проточ-

ном цитометре BD LSRII. Файлы образцов были проанализированы с использованием программного 

обеспечения FlowJo для расчета процентного содержания CD4
+
 (CD8

-
) или CD8

+
 Т-клеток, которые под-

верглись по меньшей мере одному делению клеток, в соответствии с их профилем CFSE, путем последо-

вательного гейтирования в прямом и боковом рассеянии, 7AAD
-
, CD5

+
, CD4

+ 
или CD8

+
 Т-клетки (7AAD

-
, 

CD5
+
 CD8

-
 или 7AAD

-
 CD5

+
 CD8

+
 соответственно). Графики были построены с использованием Graph-

Pad Prism 7. 0. 

Анализ делящихся популяций Т-клеток (фиг. 4А и 4В) выявил значительное увеличение процента 

пролиферирующих клеток в присутствии клеток Molm-13. Все молекулы показали сильную индукцию 

пролиферации Т-клеток при низких концентрациях (10 пМ), и пролиферация была немного выше в CD8 

(фиг. 4В), чем в CD4
+
 (CD8

-
) (фиг. 4А) Т-клеточной популяции. Значения ЕС50 определяли с помощью 

TRI129, TRI130 и TRI139 для популяций CD4 (фиг. 4С) и CD8 (фиг. 4D), демонстрирующих сходную 

активность для всех трех биспецифических молекул анти-CD123x анти-CD3ε. 

Эти результаты подтверждают, что биспецифические молекулы, связывающиеся как с CD123, так и 

с CD3ε, могут индуцировать зависимую от мишени пролиферацию Т-клеток против CD123(+) клеточной 

линии. 

Пример 5: Определение фармакокинетики у репрезентативных неклинических видов 

Чтобы определить фармакокинетику у соответствующих неклинических видов, биспецифическую 

молекулу анти-CD123х анти-CD3 тестируют на видах, приматов, отличных от человека (NHP - Non-

Human Primate) (например, обезьяны яванца), для фармакокинетической (ФК) и токсикологической 

оценки анти-СБ123х анти-CD3 молекулы. Перекрестную реактивность анти-CD123-связывающего доме-

на с CD123 NHP проверяют с помощью ИФА или анализов поверхностного плазмонного резонанса (ана-

логично примеру 2). Поскольку идентичность последовательностей между CD123 NHP и человека со-

ставляет 85,7%, ожидается эквивалентное связывание. ФК и анализы иммуногенности могут быть разра-

ботаны и использованы для обнаружения и количественного определения молекулы анти- CD123x анти-

CD3 в присутствии сыворотки яванца, а также для оценки реакции иммуногенности в NHP. После ус-

пешного выполнения этих задач, чтобы оправдать яванских макак в качестве релевантного вида для про-

верки токсичности для молекул, нацеленных на CD123, проводят эксперимент с однократной дозой 

ФК/переносимость. Исследование может быть выполнено в квалифицированной клинической исследова-

тельской организации (CRO - clinical research organization). Результаты исследования изучаются на пред-

мет параметров ФК и любых нежелательных явлений, включая необъяснимые нежелательные явления, 

которые нельзя отнести к механизму действия лекарства или к антителам против лекарств (ADA -anti-

drug antibodies). Токсиколог проверяет и интерпретирует результаты исследования и поддерживает даль-

нейшее развитие оптимизированного прототипа. Параметры ФК, полученные из этого исследования, ис-

пользуются для разработки будущих токсикологических исследований у приматов, отличных от челове-

ка, и/или клинических исследований на людях. 
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Пример 6. Тестирование безопасности и переносимости при клиническом применении у человека 

Для определения безопасности и переносимости на людях биспецифической молекулы оптимизи-

рованного прототипа, нацеленной на CD123 и CD3, может быть проведено следующее клиническое ис-

следование фазы 1. Первое исследование на людях биспецифической молекулы анти-CD123х анти-CD3 

может быть исследованием с повышением дозы для определения максимальной переносимой дозы (MTD 

- maximum tolerated dose) при введении человеку. 

Поскольку биспецифические молекулы анти-CD123х анти-CD3 являются агонистическими, началь-

ная доза устанавливается равной дозе, обеспечивающей минимальный ожидаемый уровень биологиче-

ского эффекта (MABEL - Minimum Anticipated Biological Effect Level), на основе активности анти-

CD123х анти-CD3 in vitro. Фармакокинетика (ФК) у человека оценивается с использованием значений 

ФК, определенных на неклинических моделях (мыши или приматы, отличные от человека) и аллометри-

ческого масштабирования для прогнозирования дозы, дающей MABEL. Биспецифическая молекула до-

зируется с помощью внутривенной инфузии или подкожной инъекции. Повышение дозы следует стан-

дартному плану 3 + 3 с ожидаемыми 12 дозовыми группами (N = 24-72 пациентов). Частота дозы зависит 

от наблюдаемой ФК в неклинических исследованиях, но может быть еженедельной (QW), раз в две неде-

ли (Q2W), каждую третью неделю (Q3W) или ежемесячной (Q4W). Дозирование продолжается до про-

грессирования заболевания (как определяется критериями ответа, связанными с иммунным ответом 

(irRC - immune-related response criteria) или критериями ответа в солидных опухолях (RECIST - response 

criteria in solid tumors)). 

Главным измеряемым параметром исследования является безопасность, определение MTD и любых 

токсичностей, ограничивающих дозу. Вторичными измеряемыми параметрами исследования являются 

ФК, иммуногенность и объективные ответы в объеме опухоли, оцениваемые по критериям irRC или RE-

CIST. Для пациентов с гематологическими злокачественными новообразованиями могут оцениваться 

дополнительные критерии, такие как наличие минимального остаточного заболевания (статус MRD). 

При необходимости или по возможности образцы биомаркеров берутся из цельной крови, а также из 

биопсий лимфатических узлов или костного мозга для мониторинга воздействия на иммунную систему, а 

также влияния на рак или злокачественные новообразования. 

Критерии включения в исследование фазы 1 могут быть широкими и позволяют включать пациен-

тов с рефрактерным или рецидивирующим заболеванием со многими диагнозами при которых ранее бы-

ло продемонстрировано, что экспрессия CD123 является высокой, такими как острый миелолейкоз 

(ОМЛ), В-лимфолейкоз, новообразования из бластных плазмоцитоидных дендритных клеток (ОБПДК) и 

волосатоклеточный лейкоз. Пациенты, входящие в исследование, нуждаются в доказательстве экспрес-

сии CD123 путем иммуногистохимического (ИГХ) анализа либо путем изучения архивных образцов 

биопсии первичной опухоли, либо из биопсии рецидивирующей опухоли из метастатического участка до 

лечения. 

Биспецифическая молекула анти-CD123х анти-CD3 определяется как достаточно безопасная, если у 

пациентов, которым вводят дозу на уровне MTD или ниже MTD, обнаруживаются доказательства клини-

ческой пользы, либо из объективных ответов по критериям irRC или RECIST, либо из изменений в по-

тенциально прогностических биомаркерах сыворотки, таких как СТС, PSA или TAG72. 
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Таблица 7. Последовательности изоформ CD123 человека  

(Национальный центр биотехнологической информации) 
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Пример 7. Мишень-зависимая активация Т-клеток, индуцированная против CD123(+) клеточной 

линии анти-CD123 биспецифическими молекулами 

Для сравнения эффективности различных биспецифических CD123-связывающих молекул при ин-

дукции зависимой от мишени активации Т-клеток CD4 и CD8 Т-клеток, шесть различных анти-CD123х 

анти-CD3ε биспецифических молекул, включая TRI123, TRI126, TRI129, TRI130, TRI132 и TRI139 были 

протестированы в двух независимых экспериментах. 

Активацию Т-клеток оценивали проточной цитометрией с использованием CD123(+) клеточной ли-

нии, Molm-13. Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) выделяли из крови человека с 

использованием стандартных методов разделения по градиенту плотности. Выделенные клетки промы-

вали в забуференом физиологическом растворе. Т-клетки дополнительно выделяли с использованием Pan 

T-cell Isolation Kit II от Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Германия) с использованием протокола произ-

водителя. 

Т-клетки высевали в 96-луночные планшеты с U-образным дном при 120000 клеток/лунку, соответ-

ственно, с 30000 опухолевых клеток Molm-13/лунку, чтобы достичь приблизительного соотношения Т-

клеток к опухолевым клеткам 4: 1. Концентрации тестируемых молекул в диапазоне от 2,000 до 0,002 

мкМ были добавлены к смеси клеток до конечного объема 200 мкл/лунку в среде RPMI 1640, дополнен-

ной 10% человеческой сыворотки АВ, пируватом натрия, антибиотиками и заменимыми аминокислота-

ми. Планшеты инкубировали при 37°С, 5% СО2 в инкубаторах с увлажнением. Через 20 ч клетки метили 

антителами для проточной цитометрического анализа в оригинальных планшетах, чтобы минимизиро-

вать потери клеток, используя физиологический буфер с 0,1% бычьего сывороточного альбумина и 2 мМ 

ЭДТА. После центрифугирования и удаления супернатанта клеточные осадки ресуспендировали со сме-

сью следующих антител, меченных красителем, в объемах по 50 мкл: CD69-FITC, CD5-PE, CD8-Pacific 

Blue, CD4-APC, CD25-PE-Cy7 и 7AAD и инкубировали в течение 30 мин на льду. Клетки дважды про-

мывали и ресуспендировали в объемах по 120 мкл непосредственно перед измерением 50% каждой лун-

ки в проточном цитометре BD LSRII. Файлы образцов были проанализированы с использованием про-

граммного обеспечения FlowJo для расчета процентного содержания CD4
-
 (CD8

+
) или CD8

+
 Т-клеток, 
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которые имели увеличение экспрессии CD69 и CD25, путем последовательного гейтирования на прямом 

и боковом рассеянии, 7AAD
-
, CD5

+
, CD4

+ 
или CD8

+
 Т-клетки (7AAD

-
, CD5

+
 CD4

+
 или 7AAD

-
 CD5

+
 CD8

+
 

соответственно). Графики были построены с использованием GraphPad Prism 7. 0. 

Анализ активированных Т-клеток через 20 ч (фиг. 5) выявил значительное увеличение процента ак-

тивированных CD4
+
 и CD8

+
 Т-клеток в присутствии клеток 

Molm-13. Все протестированные молекулы индуцировали максимальную активацию Т-клеток в 

присутствии клеток-мишеней Molm-13 при низких концентрациях в диапазоне от 1 до 100 пМ (фиг. 5). 

Значения ЕС50 определяли для TRI129, TRI130 и TRI139 для популяций CD4
+
 (фиг. 5С) и CD8

+
 (фиг. 5D) 

CD25
+
 CD69

+
, и они демонстрировали сходную активность для всех трех биспецифических молекул ан-

ти-CD123х анти-CD3ε. 

Эти результаты демонстрируют, что биспецифические молекулы, связывающиеся как с CD123, так 

и с CD3ε, могут индуцировать зависимую от мишени активацию Т-клеток против CD123(+) клеточной 

линии. 

Пример 8. Связывание биспецифических белков с CD123 

Для определения кинетики и аффинности биспецифика к CD123 биспецифические белки TRI-129 и 

TRI-130 экспрессировали путем транзиентной трансфекции в клетках HEK293 и очищали с использова-

нием комбинации аффинной очистки и очистки с исключением по размеру. Внеклеточный домен CD123 

был транзиентно экспрессирован с аффинным тэгом на С-конце и очищен с использованием комбинации 

аффинной очистки и очистки с исключением по размеру. Анализы выполняли с использованием прибора 

BIACORE T200 (Biacore Inc., Пискатавей, Нью Джерси). BIACORE T200 представляет собой биосен-

сорную систему на основе поверхностного плазмонного резонанса (SPR - surface plasmon resonance), ко-

торая предназначена для предоставления данных кинетического связывания в реальном времени. 

Исследования связывания SPR биспецифических молекул с рекомбинантным мономерным эктодо-

меном С D123 (ECD - ectodomain) проводили при 25°С в буфере HBS-EP +. Фрагмент AffiniPure F(ab') 2, 

специфичный к Fcy-фрагменту козьего античеловеческого IgG (Jackson Immuno Research) в концентра-

ции 20 мкг/мл в 10 мМ ацетате натрия (рН 4,5), был иммобилизован при плотности 3600 единиц ответа 

(RU - response unit) на поверхность сенсорного чипа исследовательского класса СМ5 (R-1005-30, GE 

Healthcare) с помощью стандартной химии аминной связи. Полученные биспецифические молекулы при 

200 нМ в HBS-EP + буфере захватывались иммобилизованным анти-Fc F(ab')2-фрагментом, при скорости 

потока 30 мкл/мин в течение 120 с, чтобы достичь стабильного ответа 2000 RU. Различные концентрации 

ECD CD123 (3-48 нМ 2-кратными разведениями, включая буфер в виде холостого раствора) пропускали 

через захваченные биспецифические молекулы со скоростью 30 мкл/мин в течение 120 с с последующим 

периодом диссоциации 300 с. Оптимальная регенерация была достигнута одной инъекцией 10 мМ гли-

цина (рН 1,7) при скорости потока 30 мкл/мин в течение 15 с, а затем одной инъекцией 50 мМ NaOH при 

30 мкл/мин в течение 15 с. Двухминутная стабилизация буфером HBS-EP + была завершена перед после-

дующим прогоном. 

Сенсограммы, полученные из кинетических SPR измерений, были проанализированы методом 

двойного вычитания. Сигнал от контрольной проточной ячейки вычитали из сигнала реакции связывания 

аналита, полученного из проточной ячейки с иммобилизованными или захваченными лигандами. Буфер-

ные контрольные ответы затем усреднялись по нескольким инъекциям. Затем усредненные контрольные 

ответы буфера вычитали из ответов связывания аналита, и окончательные данные с учетом двух источ-

ников анализировали с помощью программного обеспечения для оценки BIACORE T200 (2.0, GE 

Healthcare), глобально подгоняя данные для получения кинетических параметров (табл. 8). Все сенсоро-

граммы были подогнаны с использованием простой модели связывания "один к одному". 

Таблица 8. Полученные кинетические параметры для a CD123 биспецифических молекул к ECD CD123 

 
Пример анализа SPR TRI-130 при различных концентрациях ECD в диапазоне от 3 до 48 нМ проде-

монстрирован на фиг. 6. Термодинамические и кинетические константы скорости связывания рассчиты-

вали с использованием программного обеспечения для расчета BIACORE. Например, афинность (KD) 

TRI-130 к внеклеточному домену (ECD) CD123 была определена как составляющая 2,74×10
-9

 М с ka 

1,72×10
-5

 М
-1

 с
-1

 и kd 4,72×10
-4

 с
-1

. Было определено, что афинность TRI-129 к CD123 составляет 1,14×10
-

8
М с ka 1,79 ×10

5
 М

-1
 с

-1
 и kd 2,05×10

-3
 с

-1
. точка теплового перехода) CD123-связывающего домена scfv, 

которое является мерой его стабильности, можно извлечь из кривой плавления. 

Исследование термостабильности с помощью DSC проводили с использованием системы MicroCal 

VP-Capillary DSC (Malvern Instrument). Точное совпадение буфера, PBS рН 7,4, использовали как кон-

троль. 500 мкл раствора 0,5 мг/мл каждого образца белка с контролем загружали на прибор и нагревали 

от 25°С до 100°С со скоростью один градус Цельсия в минуту. Кривая плавления была проанализирована 

с использованием программного обеспечения для платформы Origin 7 "MicroCal VP-Capillary DSC Auto-
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mated Analysis Software". Tm каждого перехода плавления рассчитывали по методу "интеграция с не-2 

состояниями"("поп-2 state curser integration"). 

Таблица 9. Оценка термостабильности доменов 

 
Пример 10. Фармакокинетическая активность 

Для определения фармакокинетической активности биспецифических молекул самкам мышей 

Balb/c внутривенно (в/в) вводили 200 мг (∼ 10 мг/кг) либо TRI129, либо TRI130 (n= 30 для каждой моле-

кулы, TRI129 или TRI130). В каждый момент времени кровь собирали пункцией из сердца у 3 мышей. 

Временные точки были следующими: 15 мин, 2, 6, 24, 48, 72, 96, 168, 336 и 504 ч. Кровь была перерабо-

тана в сыворотку, аликвотирована и заморожена. Концентрации TRI129 и TRI130 в образцах сыворотки 

крови определяли с помощью иммуноферментного анализа (ИФА). Концентрации в сыворотки в зависи-

мости от времени были использованы для определения оценок параметров ФК с помощью некомпар-

тментального анализа (NCA - non-compartmental analysis) и компартментального анализа. Профили кон-

центрации сыворотки во времени анализировали с помощью программного обеспечения Phoenix 64. 

Графики были построены с использованием GraphPad Prism 7.0. Анализ параметров NCA полученных 

данных приведен в табл. 10. 

Таблица 10. Анализ данных с помощью параметра NCA 

 
На фиг. 7 продемонстрированы кривые зависимости концентрации от времени для биспецифиче-

ских молекул TRI129 и TRI130. 

Пример 11. Эффективность in vivo анти-CD123 X анти-CD3 связывающих молекул 

Чтобы определить, способны ли TRI129 и TRI130 ингибировать рост опухоли и продлевать выжи-

вание in vivo, была использована модель острого миелоидного лейкоза человека у грызунов. Клетки 

MOLM-13/LUC смешивали с донорскими Т-клетками и матригелем и имплантировали в бок мышей 

NOD/SCID в день 0 исследования. Животных обрабатывали в группах по 10 мышей в группе Т-клетками 

от одного донора с носителем, TRI129 или TRI130 в день исследования 0, 4 и 8 в дозах 15, 3 и 0,6 мкг 

белка в общем объеме 200 мкл. Рост опухоли измеряли штангенциркулями с течением времени во время 

исследования, и события выживания регистрировали каждый раз, когда мышь достигала измеряемого 

параметра (объем опухоли ≥1500 мм
3
) и подвергали эвтаназии. Как продемонстрировано на фиг. 8 и 9, 

было минимальное влияние TRI129 и TRI130 в отсутствие донорных Т-клеток и минимальное влияние Т-

клеток на рост опухоли только донорскими Т-клетками. Значительное ингибирование роста опухоли на-

блюдалось после лечения как TRI129, так и TRI130 при всех испытанных дозах в присутствии донорных 

Т-клеток. Значительные различия в средней выживаемости мышей были определены с использованием 

анализа выживаемости Каплана-Мейера с логарифмическим тестом для сравнения кривых выживаемо-

сти. Как продемонстрировано на фиг. 10, выживаемость мышей, получавших все испытанные дозы 

TRI129 и TRI130 в присутствии ко-имплантированных человеческих Т-клеток, была значительно про-

длена относительно всех контрольных групп. Ни ко-имплантация Т-клеток при лечении носителем, ни 

лечение опухолей TRI129 или TRI130 в отсутствие человеческих Т-клеток не увеличивала выживаемость 

по сравнению с мышами, которым имплантировали только опухолевые клетки и получавшими носитель. 

Этот результат демонстрирует, что как TRI129, так и TRI130 способны стимулировать ингибирование 

роста опухоли и продлевать выживание в ксенотрансплантатной модели острого миелоидного лейкоза. 

Пример 12. Цитотоксичность TRI-130 специфична для клеточных линий, экспрессирующих CD123 

Чтобы подтвердить специфичность TRI130 и сравнить его цитотоксическую активность на линиях 

опухолевых клеток, экспрессирующих разные уровни CD123, были использованы анализы высвобожде-

ния хрома-51 для количественной оценки лизиса клеток-мишеней, индуцированного Т-клетками. Уровни 

экспрессии CD123 на линиях опухолевых клеток ОМЛ MOLM-13 и KG-1а, положительных по CD123, 

сравнивали с линией опухолевых клеток Daudi лимфомы Беркитта, отрицательной по CD123, методом 

проточной цитометрии. Экспрессия CD123 была обнаружена с использованием коммерчески доступного 

человеческого конъюгированного антитела анти-CD123-фикоэритрин (РЕ). Положительная экспрессия 

CD123 была обнаружена на MOLM-13 и KG-1а, но не на клетках Daudi. Клетки MOLM-13 и KG-1а экс-

прессировали в среднем 10000 и 2000 рецепторов на клетку соответственно (данные не представлены). 

Различные концентрации TRI130 инкубировали с клеточными линиями MOLM-13, KG-1a или Daudi и 

очищенными Т-клетками человека, свежевыделенными из периферической крови человека, затем пред-

варительно активировали связанными анти-CD3х анти-CD28 гранулами в течение 24 ч. TRI130 индуци-
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ровал цитотоксичность только в клеточных линиях, которые были позитивными в отношении экспрессии 

CD123 и демонстрировали сравнимую активность между линиями опухолевых клеток MOLM-13 и KG-

1a ОМЛ (фиг. 12). Цитотоксичность измеряли как процент специфического лизиса опухолевых клеток, 

оцениваемый с использованием анализа высвобождения хрома-51 с временными точками 4 ч и 24 ч (дан-

ные не представлены). Эти результаты подтверждают, что TRI130-индуцированная цитотоксичность пе-

ренаправленных Т-клеток специфична для клеток-мишеней, экспрессирующих CD123, и демонстрирует 

сильную цитотоксичность TRI130 на линиях опухолевых клеток ОМЛ, экспрессирующих различные 

уровни белка CD123. 

Пример 13. Индуцированная TRI130 цитотоксичность с наивными Т-клетками при различных соот-

ношениях эффекторных и целевых клеток 

Чтобы исследовать TRI130-индуцированную цитотоксическую активность при разных соотноше-

ниях эффекторных клеток-мишеней, клетки KG-1a, которые экспрессируют умеренные уровни CD123, 

инкубировали с различными концентрациями TRI130 и очищенными Т- клетками от пяти различных до-

норов-людей, которые не были предварительно активированы. Клетки-мишени KG-1a культивировали с 

Т-клетками при соотношении эффекторных и целевых клеток 10:1, 5:1 и 1:1. TRI130 индуцировал цито-

токсическую активность всех протестированных соотношений эффекторных клеток-мишеней для всех 

пяти доноров (данные не представлены). Цитотоксичность измеряли как процент специфического лизиса 

опухолевых клеток, который оценивали с использованием 24-часового анализа высвобождения хрома-51. 

Эти результаты демонстрируют мощную TRI130-индуцированную цитотоксичность при разных соотно-

шениях эффекторных клеток-мишеней с наивными Т-клетками и минимальную вариабельность активно-

сти между нормальными донорами. 

Пример 14: Исследование фармакокинетики и переносимости однократной дозы у яванских макак 

Для определения переносимости, иммуногенности и фармакокинетических характеристик после 

внутривенного введения TRI130 было проведено исследование фармакокинетики и переносимости одно-

кратной дозы. Дизайн исследования продемонстрирован в табл. 11. Для исследования был выбран внут-

ривенный путь введения, так как он предназначен для введения человеку. 

Связывание с NHP CD3ε определяли с использованием анти-CD3-связывающего домена в моноспе-

цифическом формате слияния scFv-Fc. Анти-CD3 scFv-Fc тестировали на Т-клетках китайской макаки 

яванца методом проточной цитометрии. Уровни связывания были вариабельными, при этом отдельные 

обезьяны демонстрировали высокие, промежуточные или низкие уровни связывания по сравнению с 

клетками человека (данные не представлены). 

Таблица 11. Экспериментальный дизайн фармакокинетического исследования у яванских макак 

 
а
 Животные были выпущены из исследования на 36-е сутки. 

b 
Дозирование для групп 1 и 2 началось последовательно, без задержки между группами. 

Дозирование было отложено на 2 ч после окончания третьего животного в группе 2 и начала перво-

го животного в группе 3; дозирование для группы 4 было отложено на 24 ч от начала дозирования для 

группы 1. 

В исследовании NHP с однократной дозой были оценены следующие параметры и главные изме-

ряемые параметры: клинические признаки, масса тела, потребление пищи, параметры клинической пато-

логии (гематология, коагуляция и клиническая химия), фармакокинетика (ФК), иммуногенность, профи-

ли цитокинов и проточная цитометрия. , 

Тестируемые уровни доз варьировались от ожидаемой максимальной дозы для человека до боль-

ших кратностей ожидаемой дозы для человека (табл. 12). Ожидаемая фармакологически активная доза 

(PAD) для людей находится в диапазоне 0,4 мкг/кг на основе модели ксенотрансплантата in vivo (пример 

11), что в 625 раз ниже дозы группы 2. Однако, основываясь на анализах активности in vitro (активация 

Т-клеток, пролиферация и высвобождение цитокинов), реакция Т-клеток яванца на TRI130 снижается в 

10-100 раз по сравнению с реакцией Т-клеток человека. Следовательно, ожидается, что доза в группе 2 

будет в ∼ 6,25 до 62,5 раз больше биологического эквивалента PAD человека. Группы 3 и 4 оценивают 2- 

и 4-кратное превышение последней дозы. 
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TRI130 взаимодействует с CD3 на Т-клетках и с молекулой-мишенью CD123 в популяциях иммун-

ных клеток, включая плазмоцитоидные дендритные клетки (pDC -plasmacytoid dendritic cells) и базофи-

лы, которые экспрессируют высокие уровни CD123, но составляют менее 1% циркулирующих лейкоци-

тов. Опубликованные данные, описывающие другие биспецифики, нацеленные на CD123, отмечают зна-

чительное высвобождение цитокинов (Chichili et al. Sci Transl Med. 2015 May 27;7(289):289ra82). 

В связи с ожиданием высвобождения цитокинов это исследование проводилось в 2 этапа. В Фазе I 

двое животных получили TRI130 для определения подходящих уровней дозы для Фазы II, которая бы 

включала группы лечения 2-4. Уровень дозы 0,05 мг/кг (первоначально предполагался как уровень сред-

ней дозы для фазы II) был выбран для первого животного, и это животное тщательно контролировалось 

на наличие признаков синдрома высвобождения цитокинов, включая сбор наблюдений после введения 

дозы, температуру тела и образцы крови для анализа цитокинов. Доза хорошо переносилась, и через 24 ч 

второму животному вводили дозу 0,25 мг/кг (первоначально предполагаемой как высокий уровень дозы 

для фазы II), что также хорошо переносилось. 

Уровни дозы для Фазы II были выбраны в попытке получить дифференцированные ответы на 

TRI130 и включали результаты животных Фазы I. 

Поскольку дозовые уровни в Фазе I хорошо переносились животными без каких-либо патологиче-

ских клинических наблюдений, повышенных уровней высвобождения цитокинов или повышенной тем-

пературы тела, выбранные дозовые уровни Фазы II составляли 0,25, 0,5 и 1 мг/кг, что в 2500 раз больше 

ожидаемый человеческого PAD эквивалента (табл. 12). При корректировке этого запаса до 100-кратной 

разницы в активности, это исследование достигало в 25 раз более высоких доз, чем человеческая PAD. 

Таблица 12. Эквиваленты дозы TRI130 по сравнению с ожидаемой  

фармакологически активной дозой (PAD) 

 
Фармакокинетика однократной дозы TRI130 у яванских макак 

Концентрации в сыворотке определяли, используя стандартный метод ИФА, используя внеклеточ-

ный домен CD123 для захвата TRI130 и биотинилированное анти-ID антитело (5Н5), распознающее анти-

CD3-связывающий домен для обнаружения связанного TRI130. Для большинства животных быстрое па-

дение концентрации в сыворотке крови в поздние моменты времени соответствовало наличию антител 

против лекарств (ADA). Стандартный мостиковый ИФА с использованием TRI130 +/- биотина использо-

вали для измерения титров ADA в образцах сыворотки, собранных в поздние временные точки. Титры 

ADA были относительно низкими для 7 из 9 животных, получавших TRI130, и значения титров имели 

тенденцию к увеличению с течением времени (данные не представлены). Однако титр также, по-

видимому, снижался с увеличением дозы TRI130, и начало ADA было позднее для более высоких доз, а 

это означает, что более высокие дозы не коррелировали с повышенными уровнями иммуногенности, как 

это обычно ожидалось. Поскольку TRI130 является человеческим белком, обнаружение ADA в поздние 

моменты времени в образцах сыворотки NHP считается нормальным ответом, а иммуногенность в NHP 

не является предиктором человеческих ответов. 

Не компартментальный анализ (NCA) сывороточных концентраций, обнаруженных в анализе ИФА, 

рассчитал средний конечный период полураспада для TRI130 и его величина составила вплоть до 84 ча-

сов у животных, которым вводили дозу 1 мг/кг (табл. 13). Индивидуально одно животное в группе 4 

имело явное подкожное накопление TRI130, в то время как другое в группе имело значительную раннюю 

индукцию ADA, что приводило к значительно более короткому периоду полураспада. Редкий отбор проб 

и равномерное взвешивание были использованы для NCA, a концентрации в сыворотке, на которые явно 

влияло ADA, были исключены из анализа. 
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Таблица 13. Оценки параметров ФК NCA для отдельных животных, которым вводили TRI130 

 
В дополнение к NCA для отдельных животных и групп лечения проводился анализ компартментов 

с использованием предварительно скомпилированных моделей WinNonlin 2 компартмента с соответст-

вующими схемами дозирования и взвешивания. Результаты продемонстрированы на фиг. 13 и были ана-

логичны оценкам параметров NCA, причем период полураспада для одного животного в группе 4 (4003) 

без значительного ADA или частичного подкожного введения был определен как почти 89 ч. Животное 

4002 в группе 4 имело постепенное повышение уровней лекарственного средства в сыворотке с течением 

времени и Tmax через 6 ч (табл. 14); следовательно, его данные лучше всего подгонялись с использовани-

ем модели 2 сравнения для внесосудистой дозировки вместо внутривенной болюсной дозировки. 

Оценки параметров ФК, определенные с помощью NCA или компартментального анализа, не были 

одинаковыми в группах лечения в том, что период полувыведения увеличивался, а клиренс уменьшался с 

увеличением доз, вероятно, из-за опосредованного мишенью связывания TRI130. 

Таблица 14. Компартментальный анализ для NHP, которому дали однократную ВВ дозу TRI130 
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* Получили по крайней мере часть дозы TRI130 3С(подкожно), а оценки параметров были проана-

лизированы с использованием модели SC. 

Средние значения групп были проанализированы с использованием предварительно скомпилиро-

ванной модели № 7 WinNonlin с разреженной выборкой и соответствующей оценкой 

V1: объем для 1-го (центрального) компартмента 

CL: Клиренс из центрального или 1-го компартмента 

V2: Объем для 2-го компартмента 

CLD2: Клиренс из 2-го компартмента 

AUC: площадь под кривой времени/концентрации 

Альфа HL: период полураспада, связанный с макро константой Альфа 

Beta HL: период полураспада, связанный с макро константой Бета 

Cmax: максимальная наблюдаемая концентрация 

Переносимость однократной дозы TRI130 у яванских макак 

Однократное введение TRI130 яванским макакам было клинически хорошо переносимым при дозах 

до 1 мг/кг включительно. При этих дозах не было клинических наблюдений или изменений массы тела, 

потребления пищи, клинической химии или параметров коагуляции, связанных с исследуемым продук-

том. 

Введение TRI130 было связано со снижением количества лимфоцитов в периферической крови 

(фиг. 14). Связанное с TRI130 временное снижение лимфоцитов наблюдалось через 2 ч после введения 

дозы во всех дозах. Кроме того, по-видимому, произошло снижение количества базофилов в группах 2 и 

3 по гематологическим измерениям (фиг. 15), с немного более длительным временем возврата к базовым 

уровням по сравнению с контролем с носителем (группа 1). Среднее снижение количества лимфоцитов и 

базофилов было меньше в группе 4, частично из-за одного животного, которое имело ограниченный от-

вет, и одного животного, которое имело подкожную, а не внутривенную инъекцию, поэтому группа 4 

была исключена из средних данных по лимфоцитам и базофилам, продемонстрированным в фиг. 14 и 15. 

Во всех группах, которым вводили TRI130, наблюдалось увеличение нейтрофилов по сравнению с кон-

трольной группой с носителем (данные не представлены). Изменения, отмеченные на гематологической 

панели, в основном возвращались к базовым уровням примерно через 1 неделю после введения дозы. 

Введение TRI130 не было связано с изменениями в клинической химии, включая СРБ (С-

реактивный белок), или с изменениями параметров коагуляции. 

Измерения сывороточных цитокинов показали минимальный всплеск некоторых цитокинов, вклю-

чая Т-клеточные цитокины ИЛ-10 и ИЛ-2 и вторичные цитокины, такие как МСР-1. Пиковые уровни ци-

токинов были обнаружены через 2 или 6 ч после введения дозы. Вцелом использовали набор мультип-

лексных цитокинов на основе гранул для определения уровней 23 отдельных цитокинов, в том числе Т-

специфических цитокинов (таких как ИЛ-2, ИЛ-4, ИЛ-5, ИЛ-6, ИЛ-10, ИЛ-17, ИФНγ, ФНОα) и цитоки-

нов, которые вырабатываются клетками других типов (таких как МСР-1). Примеры цитокинов, обнару-

женных в исследовании, представлены в табл. 15. Примечательно, что уровни, обнаруженные при дозе 1 

мг/кг, были ниже, чем в группе со средней и низкой дозой, однако у животного 4003 с более нормальны-

ми внутривенными болюсными фармакокинетическими параметрами ответы были более похожими на 

другие группы. Другое животное в группе 4 с очевидной подкожной дозой (4002) имело задержанный 

пиковый ответ по некоторым цитокинам, что согласуется с более поздним Tmax. В целом уровни цитоки-

нов возвращаются к базовым уровням через 96 часов после введения дозы. Минимальная секреция цито-

кинов не приводила к каким-либо наблюдаемым клиническим событиям после введения дозы или изме-

нениям массы тела или потребления пищи (как отмечено выше). Секреция цитокинов согласуется с ме-
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ханизмом действия TRI130, который, когда присутствует целевой белок (CD123), может привести к не-

которой активации Т- клеток в системе. 

Введение TRI130 путем однократной внутривенной (медленной болюсной) инъекции хорошо пере-

носилось у яванских макак на уровнях 0,25, 0,5 и 1 мг/кг. На основании этих результатов уровень нена-

блюдаемого неблагоприятного воздействия (NOAEL - no-observed-adverse-effect level) считался равным 1 

мг/кг. Оценка периода полувыведения из сыворотки для TRI130 составила 84 ч с нормальным клиренсом 

и объемом распределения в группе с высокой дозой. Более низкие дозы обладали более быстрым клирен-

сом и более короткими оценками периода полураспада, что предполагает опосредованое мишенью свя-

зывание TRI130 с клетками-мишенями у яванских макак. Эти наблюдения будут подтверждены и рас-

пространены на более высокие уровни дозы в 28-дневном GLP исследовании токсикологии с повторны-

ми дозами на яванских макаках. 

Таблица 15. Измерение сывороточных цитокинов дозовых групп в пилотном  

исследовании переносимости и ФК 
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** Животное 4002 имело сывороточную концентрацию TRI130 Tmax через 6 ч, что указывало на 

подкожный путь введения и указывало на более медленное накопление TRI130 у животного. Пиковые 

уровни цитокинов у этого животного были несколько задержаны по сравнению с другими животными. 

Пример 15. Терапевтическая эффективность TRI130 в мышиной модели острого миелобластного 

лейкоза (ОМЛ) с диссименированным ксенотрансплантатом 

Для изучения терапевтической эффективности TRI130 у мышей с прижившимися диссеминирован-

ными опухолями использовали модель острого миелоидного лейкоза человека у грызунов. Клетки 

MOLM-13, модифицированные для экспрессии люциферазы светлячка, использовали для количествен-

ного определения опухоли с помощью биолюминесцентной визуализации. Для исследования 100000 кле-

ток MOLM-13 Luc вводили внутривенно в боковую хвостовую вену 24 мышей-самцов NSG. Клеткам 

MOLM-13 Luc позволяли прижится в мышах 4 дня до того, как начать лечение. Мышей распределяли по 

3 группам по 8 мышей в каждой. Одна группа не получала никаких дополнительных обработок в качест-

ве контроля. Оставшиеся две группы получили 7 млн человеческих Т-клеток с первой обработкой. Обра-

ботки состояли из контроля с носителем ФСБ или TRI130 в дозе 3 мкг в сутки 4, 8 и 12. Лечение прово-

дилось внутривенно через хвостовую вену. Препараты доставляли в 0,2 мл фосфатно-солевого буфера 

Дульбекко (ФСБ), не содержащего молекулы (контроль с носителем), или содержащего 3 мкг TRI130. 

Инъекция содержала 7 миллионов очищенных человеческих Т-клеток для лечения только на 4-й день. 

Лечение TRI130 привело к быстрому значительному снижению опухолевой нагрузки на скелет (фиг. 16, 

17 и табл. 16). Остаточная не скелетная опухолевая нагрузка увеличилась после обработок TRI130. После 

вскрытия и в конце исследования было определено, что остаточная опухолевая нагрузка была связана с 

репродуктивным трактом самца и наблюдалась как в группе носителя, так и в группе TRI130 с основным 

различием между ними в отсутствии опухолевой нагрузки скелета. Лечение прижившихся диссеминиро-

ванных опухолей MOLM-13 Luc у самцов мышей с TRI130 привело к значительному снижению опухо-

левой нагрузки, р<0,0001, по сравнению с контролем, содержащим только Т-клетки (табл. 16). Не было 

существенной разницы между только MOLM-13 Luc и группами с контролем с носителем. Распределе-

ние опухолевой нагрузки было изменено обработкой TRI130, т. е. скелетные клетки очистились от био-

люминесцентного сигнала. 
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Таблица 16. Статистическое сравнение среднего объема опухоли в день 14 

 

 
* указывает на значение р<0,05 - значимую разницу 

Пример 16. Конструирование анти-CD123х анти-CD3 MGD006-подобной молекулы. 

Чтобы сравнить активность TRI130 с другим биспецифическим форматом, был создан анти-CD123x 

анти-CD3 биспецик, содержащий последовательности CD123 домена и CD3-связывающего MGD006, 

взятые из WO 2015/026892 (последовательности нуклеиновых кислот соответствуют SEQ ID NO: 2 и 4; 

аминокислотные последовательности соответствуют SEQ ID NO: 1 и 3), сконструированные в формате, 

описанном в Chichili et al. Sci Transl Med. 2015 May 27; 7 (289): 289ra82 с добавленной последовательно-

стью Avidin-Flag-HIS для обеспечения очистки. Результирующая MGD006-подобная конструкция назы-

вается TRI168. 

Пример 17. Активация, цитотоксичность и высвобождение цитокинов Т-клетками человека в ответ 

на TRI130 и TRI168 

Для сравнения активности белков TRI130 и TRI168 in vitro Т-клетки выделяли из нормальных до-

норских мононуклеарных клеток периферической крови (МКПК) и инкубировали с различными концен-

трациями TRI130 и TRI168 в присутствии CD123+ опухолевых клеток (MOLM-13). 

Активацию Т-клеток оценивали через 24 часа культивирования с помощью проточной цитометрии. 

После центрифугирования и удаления супернатанта клеточные осадки ресуспендировали со смесью сле-

дующих меченых красителем антител в объемах по 50 мкл: CD69-FITC, CD5-PE, CD8-Pacific Blue, CD4-

APC, CD25-PE-Cy7, и 7AAD и инкубировали в течение 30 мин на льду. Клетки дважды промывали и ре-

суспендировали в объемах по 120 мкл непосредственно перед измерением 50% каждой лунки в проточ-

ном цитометре BD LSRII. Файлы образцов были проанализированы с помощью программного обеспече-

ния FlowJo для вычисления процента CD4+ (CD8-) или CD8+ Т-клеток, которые имели повышеный уро-

вень CD69 и CD25, путем гейтирования последовательно на прямое и боковое рассеяние, 7AAD-, CD5 +, 

CD4 + или CD8 + Т- клетки (7AAD-, CD5 + CD4 + или 7AAD- CD5 + CD8 + соответственно). Графики 

были построены с использованием GraphPad Prism 7.0. TRI130 и TRI168 индуцировали сходную дозоза-

висимую активацию Т-клеток в присутствии клеток-мишеней CD123 + с обоими протестированными 

донорами (фиг. 18). На фиг. 18 продемонстрирован процент CD4 + и CD8 + Т-клеток, которые были 

CD69 и CD25-положительными. Значения ЕС50 определяли с TRI130 и TRI168 для популяций CD4 + и 

CD8 + CD25 + CD69 +, что демонстрировало сходную активность для обеих молекул. В отсутствие 

CD123+ клеток-мишеней активация Т-клеток не наблюдалась (не представлено). 

Цитотоксичность Molm-13 оценивали через 24 ч культивирования с помощью проточной цитомет-

рии, как описано выше. Файлы образцов анализировали с использованием программного обеспечения 

FlowJo для количественной оценки цитотоксичности путем последовательного гейтирования на прямом 

и боковом рассеянии, 7AAD-, CD5-клеток. Графики были построены с использованием GraphPad Prism 7. 

0. TRI130 и TRI168 индуцировали сходную дозозависимую цитотоксичность Molm-13 с обоими протес-

тированными донорами (фиг. 19). На фиг. 19 продемонстрировано общее количество жизнеспособных 

клеток Molm-13 после 24 ч культивирования с очищенными Т-клетками, TRI130 и TRI168. 

Уровни выбранной подгруппы цитокинов, обычно продуцируемых активированными Т-клетками, 

включая ИФНγ, ИЛ-2, ФНОα и ИЛ-10, измеряли в 24-часовых культуральных супернатантах с использо-

ванием мультиплексированных анализов аналитов. TRI168 индуцировал более высокие уровни секреции 

цитокинов по сравнению с TRI130 у обоих доноров, протестированных в присутствии CD12 3+ клеток-

мишеней Molm-13 (фиг. 20). 

Редкие нормальные популяции иммунных клеток, включая плазмоцитоидные дендритные клетки и 

базофилы, экспрессирующие высокие уровни CD123, присутствуют в образцах МКПК и представляют 

собой мишени для биспецифических молекул анти-CD123х анти-CD3. Чтобы исследовать уровни секре-

ции цитокинов, индуцированные TRI130 и TRI168 в отсутствие экзогенно добавленных клеток-мишеней, 

нормальные донорные МКПК культивировали в течение 24 ч с различными концентрациями как белков, 

так и цитокинов, измеренными в полученных супернатантах с использованием мультиплексированных 

анализов аналитов. Подобно культурам с очищенными Т-клетками и клетками MOLM-13, TRI168 инду-

цировал более высокие уровни ИФНγ, ИЛ-2, ФНОα и ИЛ-10 по сравнению с TRI130 (фиг. 21). 

Взятые вместе, эти результаты демонстрируют сравнимую in vitro активацию Т-клеток и цитоток-

сичность экзогенно добавленных CD123+ опухолевых клеток с TRI130 и MGD006-подобным анти-
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CD123х анти-CD3 биспецифическими TRI168. Примечательно, что TRI168 индуцирует гораздо более 

высокие уровни секретируемых цитокинов Т-клеток в культурах как очищенных Т-клеток с опухолевы-

ми клетками Molm-13, так и в образцах нормальных донорских МКПК по сравнению с TRI130. В клини-

ке лекарства, которые вызывают сильную активацию Т-клеток, могут вызывать ряд нежелательных явле-

ний, называемых "синдромом высвобождения цитокинов" (CRS - cytokine release syndrome), из-за чрез-

мерного высвобождения цитокинов. Высвобожденные цитокины вызывают системную воспалительную 

реакцию, которая может привести к опасным для жизни осложнениям, которые могут ограничивать при-

ем лекарств. 

Пример 18. Индуцированная TRI130 цитотоксичность образцов клеток ОМЛ 

Чтобы определить, способен ли TRI130 индуцировать цитотоксичность в первичных клетках ОМЛ, 

образцы МКПК от субъектов с ОМЛ культивировали в течение нескольких дней с различными концен-

трациями TRI130. Цитотоксичность клеток ОМЛ оценивали с помощью проточной цитометрии после 

четырех дней культивирования. После центрифугирования и удаления супернатанта клеточные осадки 

ресуспендировали в смеси, включающей следующие меченые красителем антитела в объемах по 50 мкл: 

CD69-FITC, CD5-APC, CD19-Pacific Blue, CD25-PE-Cy7 и 7AAD, и инкубировали в течение 30 мин на 

льду. Клетки дважды промывали и ресуспендировали в объемах по 120 мкл непосредственно перед из-

мерением 50% каждой лунки в проточном цитометре BD LSRII. Файлы образцов были проанализирова-

ны с использованием программного обеспечения FlowJo для количественной оценки цитотоксичности в 

компартментах не В, не Т-клеткок, путем последовательного гейтирования в прямом и боковом рассея-

нии, 7AAD-, CD5-, CD 19-, CD25-клеток. Графики были построены с использованием GraphPad Prism 7. 

0. TRI130 индуцировал дозозависимую потерю образцов не В, не Т клеток образцов ОМЛ у обоих про-

тестированных доноров (фиг. 22). Фигура демонстрирует общее число жизнеспособных не В, не Т клеток 

после 96 ч культивирования. Аналогичные результаты были получены через 24 и 48 ч (данные не пред-

ставлены). Эти результаты демонстрируют, что TRI130 способен индуцировать цитотоксичность в куль-

турах первичных образцов МКПК ОМЛ человека. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Рекомбинантный полипептид, содержащий CD123-связывающий домен, причем указанный 

CD123-связывающий домен содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содер-

жащую LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содер-

жащую HCDR1, HCDR2 и HCDR3, причем: 

(a) указанная LCDR1 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 6; 

(b) указанная LCDR2 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 8; 

(c) указанная LCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 10; 

(d) указанная HCDR1 содержит аминокислотную последовательность, указанную в SEQ ID NO: 12; 

(e) указанная HCDR2 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 14; а также 

(f) указанная HCDR3 содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID 

NO: 16. 

2. Полипептид по п.1, отличающийся тем, что указанный CD123-связывающий домен содержит: 

(i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере на 88%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по 

меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2; а также 

(ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 92%, по 

меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99% 

идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ ID NO: 4. 

3. Полипептид по п.1, отличающийся тем, что указанный CD123-связывающий домен содержит: 

(i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 2; а также 

(ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую аминокислотную последо-

вательность SEQ ID NO: 4. 

4. Полипептид по любому из пп.1-3, отличающийся тем, что CD123-связывающий домен содержит 

вариабельные домены тяжелых и легких цепей человека. 

5. Полипептид по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что указанный CD123-связывающий домен 

представляет собой одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv). 

6. Полипептид по п.5, отличающийся тем, что вариабельная область тяжелой цепи указанного scFv 
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является аминоконцевой по отношению к вариабельной области легкой цепи указанного scFv. 

7. Полипептид по п.5, отличающийся тем, что вариабельная область легкой цепи указанного scFv 

является аминоконцевой по отношению к вариабельной области тяжелой цепи указанного scFv. 

8. Полипептид по любому из пп.1-7, отличающийся тем, что указанный связывающий домен конъ-

югирован с лекарственным средством или токсином. 

9. Полипептид по любому из пп.1-8, дополнительно содержащий константную область иммуногло-

булина. 

10. Полипептид по любому из пп.1-3, дополнительно содержащий второй связывающий домен. 

11. Полипептид по п.10, отличающийся тем, что указанный полипептид содержит: (i) CD123-

связывающий домен, (ii) шарнирную область, (iii) константную область иммуноглобулина, (iv) карбокси-

терминальный линкер и (v) второй связывающий домен. 

12. Полипептид по п.11, отличающийся тем, что указанный полипептид содержит, от амино до кар-

боксильного конца (i) CD123-связывающий домен, (ii) шарнирную область, (iii) константную область 

иммуноглобулина,  (iv) карбокситерминальный линкер и (v) второй связывающий домен. 

13. Полипептид по п.11, отличающийся тем, что указанный полипептид содержит от амино до кар-

боксильного конца, (i) второй связывающий домен, (ii) шарнирную область, (iii) константную область 

иммуноглобулина, (iv) карбокситерминальный линкер и (v) CD123-связывающий домен. 

14. Полипептид по любому из пп.10-13, отличающийся тем, что: 

(i) CD123-связывающий домен содержит: (а) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, 

содержащую LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (b) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, 

содержащую HCDR1, HCDR2 и HCDR3; а также 

(ii) второй связывающий домен содержит: (а) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, 

содержащую LCDR1, LCDR2 и LCDR3, и (b) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, 

содержащую HCDR1, HCDR2 и HCDR3. 

15. Полипептид по любому из пп.11-14, отличающийся тем, что карбокситерминальный линкер со-

держит или состоит из SEQ ID NO: 288. 

16. Полипептид по любому из пп.11-15, отличающийся тем, что константная область иммуноглобу-

лина содержит СН2 и СН3-домены иммуноглобулина IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1, IgA2 или IgD. 

17. Полипептид по п.16, в котором константная область иммуноглобулина содержит СН2-домен че-

ловеческого IgG1, содержащий замены L234A, L235A, G237A и K322А в соответствии с системой нуме-

рации EU. 

18. Полипептид по любому из пп.11-17, отличающийся тем, что полипептид не проявляет или про-

являет минимальную активность антителозависимой клеточно-опосредованной цитотоксичности (АЗКЦ) 

и/или активность комплементзависимой цитотоксичности (CDC). 

19. Полипептид по любому из пп.10-13, отличающийся тем, что второй связывающий домен специ-

фически связывает Т-клетку, CD3, CD3ε или Т-клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компонент 

Т-клеточного рецепторного комплекса. 

20. Полипептид по любому из пп.10-19, отличающийся тем, что второй связывающий домен содер-

жит вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина и вариабельную область тяжелой цепи имму-

ноглобулина; 

причем вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последова-

тельность, которая: 

(a) по меньшей мере на 93% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 

97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 99% идентична аминокис-

лотной последовательности в SEQ ID NO: 157 или же 

(b) по меньшей мере на 94% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 

97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 99% идентична аминокис-

лотной последовательности в SEQ ID NO: 158 и 

при этом вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную после-

довательность, которая по меньшей мере на 82% идентична, по меньшей мере на 85% идентична, по 

меньшей мере на 87% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей мере на 92% иден-

тична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 

98% идентична или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности в SEQ ID 

NO: 159. 

21. Полипептид по п.20, отличающийся тем, что второй связывающий домен содержит вариабель-

ную область легкой цепи иммуноглобулина и вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина; 

причем вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последователь-

ность из SEQ ID NO: 157 или SEQ ID NO: 158 и 

при этом вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную после-

довательность из SEQ ID NO: 159. 

22. Полипептид по любому из пп.10-19, отличающийся тем, что второй связывающий домен содер-

жит вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина и вариабельную область тяжелой цепи имму-
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ноглобулина; 

причем вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере на 93% идентична, по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей 

мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% идентична или по меньшей мере на 99% идентична 

аминокислотной последовательность в SEQ ID NO: 160; и 

причем вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 82% идентична, по меньшей мере на 85% идентична, по мень-

шей мере на 87% идентична, по меньшей мере на 90% идентична, по меньшей мере на 92% идентична, 

по меньшей мере на 95% идентична, по меньшей мере на 97% идентична, по меньшей мере на 98% иден-

тична или по меньшей мере на 99% идентична аминокислотной последовательности в SEQ ID NO: 161. 

23. Полипептид по п.22, отличающийся тем, что второй связывающий домен содержит вариабель-

ную область легкой цепи иммуноглобулина и вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина; 

причем вариабельная область легкой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 160; а также 

причем вариабельная область тяжелой цепи иммуноглобулина содержит аминокислотную последо-

вательность из SEQ ID NO: 161. 

24. Полипептид по любому из пп.20-23, отличающийся тем, что указанный второй связывающий 

домен содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую LCDR1, LCDR2 

и LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую HCDR1, HCDR2 и 

HCDR3, причем 

LCDR1, LCDR2 и LCDR3 содержат аминокислотные последовательности, представленные в SEQ 

ID NO: 162, SEQ ID NO: 163 и SEQ ID NO: 164, соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 содержат 

аминокислотные последовательности, представленные в SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166 и SEQ ID NO: 

167 соответственно. 

25. Полипептид по пп.10-19, отличающийся тем, что указанный второй связывающий домен содер-

жит вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина и вариабельную область тяжелой цепи имму-

ноглобулина, полученную из моноклонального антитела, выбранного из CRIS-7, HuM291 и I2C. 

26. Полипептид по п.25, отличающийся тем, что второй связывающий домен получен из CRIS-7 и 

содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую LCDR1, LCDR2 и 

LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую HCDR1, HCDR2 и 

HCDR3, причем: 

(a) указанные LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют последовательности, указанные в SEQ ID NO: 168, 

SEQ ID NO: 169 и SEQ ID NO: 170 соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют аминокислотные 

последовательности, представленные в SEQ ID NO: 171, SEQ ID NO: 172 и SEQ ID NO: 173 соответст-

венно; или же 

(b) указанные LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представлен-

ные в SEQ ID NO: 162, SEQ ID NO: 163 и SEQ ID NO: 164 соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 

имеют аминокислотные последовательности, представленные в SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166 и SEQ 

ID NO: 167 соответственно. 

27. Полипептид по п.25, отличающийся тем, что второй связывающий домен происходит из I2C и 

содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую LCDR1, LCDR2 и 

LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую HCDR1, HCDR2 и 

HCDR3, причем: 

(a) указанные LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представлен-

ные в SEQ ID NO: 307, 308 и 309 соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют аминокислотные 

последовательности, представленные в SEQ ID NO: 174, 175 и 176 соответственно; или же 

(b) указанные LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представлен-

ные в SEQ ID NO: 176, 177 и 178 соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют аминокислотные 

последовательности, представленные в SEQ ID NO: 179, 180 и 181 соответственно. 

28. Полипептид по п.26, отличающийся тем, что второй связывающий домен получен из HuM291 и 

содержит: (i) вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина, содержащую LCDR1, LCDR2 и 

LCDR3, и (ii) вариабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина, содержащую HCDR1, HCDR2 и 

HCDR3, причем: 

(a) указанные LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представлен-

ные в SEQ ID NO: 182, 183 и 184, соответственно, и указанные HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют амино-

кислотные последовательности, представленные в SEQ ID NO: 185, 186 и 187 соответственно; или же 

(b) указанные LCDR1, LCDR2 и LCDR3 имеют аминокислотные последовательности, представлен-

ные в SEQ ID NO: 188, 189 и 190, соответственно, и HCDR1, HCDR2 и HCDR3 имеют аминокислотные 

последовательности, представленные в SEQ ID NO: 191, 192 и 193 соответственно. 

29. Полипептид, содержащий CD123-связывающий домен и CD3-связывающий домен, причем: 

(i) указанный полипептид содержит аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 130 или 

(ii) указанный полипептид содержит аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 132. 
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30. Полипептид по любому из пп.10-29, отличающийся тем, что индуцирует перенаправленную ци-

тотоксичность Т-клеток (RTCC - redirected T-cell cytotoxicity). 

31. Полипептид по любому из пп.10-30, отличающийся тем, что индуцирует RTCC с EC50 30 пМ или 

ниже. 

32. Полипептид по любому из пп.10-31, отличающийся тем, что указанный полипептид, связываю-

щий CD123, индуцирует активацию Т-клеток или пролиферацию Т-клеток. 

33. Полипептид по любому из пп.10-32, отличающийся тем, что указанный полипептид индуцирует 

Т-клеточно-зависимый лизис клеток, экспрессирующих CD123. 

34. Полипептид по любому из пп.10-33, отличающийся тем, что указанный полипептид, когда он 

связан с белком CD3 на Т-клетке, индуцирует пониженное высвобождение цитокинов из указанной Т-

клетки по сравнению с контролем с антителом ОКТ3. 

35. Полипептид по любому из пп.10-19 и 25, отличающийся тем, что второй связывающий домен 

конкурирует за связывание с CD3ε с моноклональным антителом, выбранным из CRIS-7, HuM291 и I2C. 

36. Полипептид по любому из пп.10-35, отличающийся тем, что указанный второй связывающий 

домен представляет собой одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv). 

37. Полипептид по любому из пп.10-36, отличающийся тем, что указанный второй связывающий 

домен представляет собой гуманизированный или человеческий связывающий домен. 

38. Полипептид, содержащий в порядке от аминоконца до карбоксильного конца: (i) CD123-

связывающий домен, (ii) шарнирную область, (iii) константную область иммуноглобулина, (iv) карбокси-

терминальный линкер и (v) второй связывающий домен, причем указанный CD123-связывающий домен 

содержит аминокислотную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 2 и SEQ ID NO: 4. 

39. Полипептид по любому из пп.1-38, отличающийся тем, что указанный CD123-связывающий до-

мен представляет собой scFv, содержащий вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина и ва-

риабельную область тяжелой цепи иммуноглобулина; и причем указанная вариабельная область легкой 

цепи и указанная вариабельная область тяжелой цепи соединены аминокислотной последовательностью, 

содержащей (Gly4Ser)n, причем n=1-5 (SEQ ID NO: 214). 

40. Полипептид по любому из пп.10-39, отличающийся тем, что второй связывающий домен пред-

ставляет собой scFv, содержащий вариабельную область легкой цепи иммуноглобулина и вариабельную 

область тяжелой цепи иммуноглобулина; и причем указанная вариабельная область легкой цепи и ука-

занная вариабельная область тяжелой цепи соединены аминокислотной последовательностью, содержа-

щей (Gly4Ser)n, причем n=1-5 (SEQ ID NO:214). 

41. Полипептид по любому из пп.11-40, отличающийся тем, что карбокситерминальный линкер со-

держит аминокислотную последовательность, содержащую (Gly4Ser)n, причем n=1-7 (SEQ ID NO: 314). 

42. Полипептид по п.41, отличающийся тем, что n=3-5. 

43. Полипептид по любому из пп.1-42, отличающийся тем, что указанный CD123-связывающий до-

мен не происходит от мышиного антитела 12F1. 

44. Димер, содержащий два идентичных полипептида по любому из пп.11-43. 

45. Фармацевтическая композиция, содержащая полипептид по любому из пп.1-43 или димер по 

п.44 и фармацевтически приемлемый носитель, разбавитель или наполнитель. 

46. Фармацевтическая композиция по п.45, отличающаяся тем, что указанная фармацевтическая 

композиция демонстрирует более длительное время полужизни при введении субъекту, чем полипептид 

анти-CD123 scFv × анти-CD3 scFv, содержащий идентичные scFv. 

47. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты, кодирующая рекомбинантный полипептид по лю-

бому из пп.1-43. 

48. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.47, в которой указанная молекула нуклеино-

вой кислоты содержит нуклеотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 

3, SEQ ID NO: 129 или SEQ ID NO: 131. 

49. Вектор экспрессии, содержащий сегмент нуклеиновой кислоты, кодирующий полипептид по 

любому из пп.1-43, причем указанный сегмент нуклеиновой кислоты функционально связан с регулятор-

ными последовательностями, подходящими для экспрессии указанного сегмента нуклеиновой кислоты в 

клетке-хозяине. 

50. Вектор экспрессии по п.49, в котором указанный сегмент нуклеиновой кислоты содержит нук-

леотидную последовательность, представленную в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 129 или 

SEQ ID NO: 131. 

51. Рекомбинантная клетка-хозяин, содержащая вектор экспрессии по п.49 или 50. 

52. Способ получения полипептида, связывающего CD123, включающий культивирование реком-

бинантной клетки-хозяина, содержащей вектор экспрессии по п.49 или 50, в условиях, в которых экс-

прессируется указанный сегмент нуклеиновой кислоты, в результате чего продуцируется полипептид, 

связывающий CD123. 

53. Способ по п.52, в котором рекомбинантная клетка-хозяин представляет собой линию клеток-

хозяев СНО, HEK293 или COS. 
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54. Способ по п.52 или 53, дополнительно включающий выделение полипептида, связывающего 

CD123. 

55. Способ индукции перенаправленной цитотоксичности Т-клеток (RTCC) в отношении клетки, 

экспрессирующей CD123, причем способ включает контактирование указанной клетки, экспрессирую-

щей CD123, с полипептидом по любому из пп.11-43, при этом указанный второй домен связывания спе-

цифически связывает Т-клетку, CD3, CD3ε или Т-клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компо-

нент Т-клеточного рецепторного комплекса и причем указанное контактирование происходит в услови-

ях, при которых индуцируется RTCC против CD123-экспрессирующей клетки. 

56. Способ индуцирования Т-клеточно-зависимого лизиса клетки, экспрессирующей CD123, вклю-

чающий контактирование указанной клетки, экспрессирующей CD123, с полипептидом по любому из 

пп.11-43, причем указанный второй связывающий домен специфически связывает Т-клетку, CD3, CD3ε 

или Т-клеточный рецепторный (ТКР) комплекс или компонент Т-клеточного рецепторного комплекса; и 

причем указанное контактирование происходит в условиях, при которых индуцируется Т-клеточно-

зависимый лизис клетки, экспрессирующей CD123. 

57. Способ лечения расстройства у субъекта, причем указанное расстройство характеризуется 

сверхэкспрессией CD123, причем способ включает введение субъекту терапевтически эффективного ко-

личества полипептида по любому из пп.1-43 или димера по п.44. 

58. Способ по п.57, в котором расстройство представляет собой рак. 

59. Способ по п.58, в котором рак представляет собой острый миелоидный лейкоз (ОМЛ), В-

лимфолейкоз, новообразования из бластных плазмоцитоидных дендритных клеток (ОБПДК), волосаток-

леточный лейкоз, острый лимфобластный лейкоз, рефрактерную анемию с избытком бластов, миелодис-

пластический синдром, хронический миелоидный лейкоз или лимфому Ходжкина. 

60. Применение полипептида по любому из пп.1-43 или димера по п.44 для получения лекарствен-

ного средства для лечения расстройства у субъекта, причем указанное расстройство характеризуется 

сверхэкспрессией CD123. 

61. Применение полипептида по любому из пп.1-43 или димера по п.44 для лечения расстройства у 

субъекта, причем указанное расстройство характеризуется сверхэкспрессией CD123. 

62. Применение по п.60 или 61, где заболевание представляет собой рак. 

63. Применение по п.62, где указанный рак представляет собой острый миелоидный лейкоз (ОМЛ), 

В-лимфолейкоз, новообразования из бластных плазмоцитоидных дендритных клеток (ОБПДК), волоса-

токлеточный лейкоз, острый лимфобластный лейкоз, рефрактерную анемию с избытком бластов, миело-

диспластический синдром, хронический миелоидный лейкоз или лимфому Ходжкина. 

64. Полипептид по любому из пп.1-43, отличающийся тем, что указанный полипептид связывается с 

CD123 примата, отличного от человека. 
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Фиг. 21 

 

 
 

Фиг. 22  

Цитотоксичность TRI130 инкубированного с образцами клеток ОМЛ 
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