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(57) Настоящее изобретение относится к способам уменьшения проницаемости гематоэнцефалического 
барьера у индивида с нейровоспалительным расстройством, включающим введение индивиду 
эффективного количества выделенной связывающей молекулы, которая специфически связывается 
с семафорином-4П (8ΕΜΑ4Ό) или его высокоаффинным рецептором плексина-В1.
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Уровень техники
Семафорин 4Ό (δΕΜΑ4Ώ), также известный как СБ100. представляет собой трансмембранный бе­

лок (например, δΕΟ ΙΌ N0:1 (человека); δΕΟ ΙΌ N0:2 (мыши)), который относится к генам семейства 
семафорин. δΕΜΆ4Ό экспрессирован на клеточной поверхности в виде гомодимера, но после активации 
клетки δΕΜΆ4Ό может высвобождаться из клеточной поверхности посредством протеолитического 
расщепления для генерирования δδΕΜΆ4Ό, растворимой формы белка, который также является биоло­
гически активным. См. διιζιιΕί с1 а1., №1иге Кеу. 1ттипо1. 3:159-167 (2003); ΚίΚιιΙαηί с1 а1., №Циге 
1ттипо1. 9: 17-23 (2008).

δΕΜΆ4Ό экспрессирован на высоких уровнях в лимфоидных органах, включая селезенку, тимус и 
лимфоузлы, и в нелимфоидных органах, таких как мозг, сердце и почки. В лимфоидных органах, δΕ- 
ΜΆ4Ό обильно экспрессирован на покоящихся Т-клетках, но лишь слабо экспрессирован на покоящихся 
В-клетках и антиген-презентирующих клетках (АРС), таких как дендритные клетки (ОС). Однако его 
экспрессия стимулируется в этих клетках после активации различными иммунологическими стимулами. 
Высвобождение растворимого δΕΜΑ4Ώ из иммунных клеток также увеличивается активацией клеток.

Считалось, что δΕΜΑ4Ώ принимает участие в развитии нейродегенеративных заболеваний, ауто­
иммунных заболеваний, демиелинизирующих заболеваний и определенных злокачественных заболева­
ний. Хотя роль передачи сигналов δΕΜΑ4Ώ через его рецепторы, например, плексин-В1, в ангиогенезе 
общепризнана, воздействие передачи сигналов δΕΜΑ4Ώ на гематоэнцефалический барьер (ВВВ) остает­
ся неясной. Это важно, потому что изменения проницаемости ВВВ оказывают глубокое влияние на ткань 
и функцию мозга. Поэтому сохраняется потребность в способах лечения по поводу нейровоспалитель­
ных расстройств, которые возникают в результате разрушения ВВВ, и, в частности, в терапевтических 
средствах, которые ингибируют, подавляют, предотвращают, вызывают обратное развитие или замедля­
ют разрушение ВВВ.

Краткое описание сущности изобретения
В настоящей заявке описаны способы применения молекул, связывающих семафорин-46, для моду­

ляции проницаемости гематоэнцефалического барьера. Представлены свидетельства того, что δΕΑΜ4Ώ 
может нарушить целостность ВВВ, посредством этого увеличивая его проницаемость. В соответствии с 
одним из аспектов, представленных в настоящем изобретении, оно относится к способу уменьшения 
проницаемости гематоэнцефалического барьера у индивида, имеющего нейровоспалительное расстрой­
ство, включающему введение индивиду эффективного количества выделенной связывающей молекулы, 
которая специфически связывается с семафорином-4Э (δΕΜΑ4Ώ), посредством этого уменьшая прони­
цаемость гематоэнцефалического барьера у индивида.

В соответствии с одним из аспектов, представленных в настоящем изобретении, изобретение отно­
сится к способу поддержания или увеличения экспрессии клаудина-5 у индивида, имеющего нейровос­
палительное расстройство, включающему введение индивиду эффективного количества выделенной свя­
зывающей молекулы, которая специфически связывается с семафорином-4Э (δΕΜΑ4Ώ), причем связы­
вающая молекула поддерживает или увеличивает экспрессию клаудина-5 у индивида.

В соответствии с одним из аспектов, представленных в настоящем изобретении, изобретение отно­
сится к способу уменьшения проницаемости гематоэнцефалического барьера у индивида, имеющего 
нейровоспалительное расстройство, включающему введение индивиду эффективного количества выде­
ленной связывающей молекулы, которая специфически ингибирует взаимодействие семафорина 4Ώ 
(δΕΜΑ4Ώ) с рецептором δΕΜΑ4Ώ, посредством этого, уменьшая проницаемость гематоэнцефалического 
барьера у индивида.

В соответствии с одним из аспектов, представленных в настоящем изобретении, оно относится к 
способу лечения индивида, имеющего нейровоспалительное расстройство, включающему введение ин­
дивиду эффективного количества выделенной связывающей молекулы, которая специфически ингибиру­
ет взаимодействие семафорина 4Ώ (δΕΜΑ4Ώ) с рецептором δΕΜΑ4Ώ, причем связывающая молекула 
уменьшает проницаемость гематоэнцефалического барьера, посредством этого, обеспечивая лечения 
индивида.

В соответствии с одним из аспектов, представленных в настоящем изобретении, оно относится к 
способу уменьшения проницаемости гематоэнцефалического барьера у индивида, имеющего нейровос­
палительное расстройство, включающему введение индивиду эффективного количества выделенной свя­
зывающей молекулы, которая специфически связывается с δΕΜΑ4Ώ, причем связывающая молекула 
конкурентно ингибирует специфическое связывание с δΕΜΑ4Ώ эталонного моноклонального антитела, 
выбранного из группы, состоящей из УХ15/2503 или 67.

В соответствии с одним из аспектов, представленных в настоящем изобретении, оно относится к 
способу лечения индивида, имеющего нейровоспалительное расстройство, включающему введение ин­
дивиду эффективного количества выделенной связывающей молекулы, которая специфически связыва­
ется с семафорином-4Э (δΕΜΑ4Ώ), и выделенной связывающей молекулы, которая специфически свя­
зывается с плексином-В1, причем молекулы, связывающие δΕΜΑ4Ώ и плексин-В1, уменьшают прони­
цаемость гематоэнцефалического барьера, посредством этого, осуществляя лечение индивида.

В соответствии с одним из аспектов, представленных в настоящем изобретении, оно относится к
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способу лечения индивида, имеющего нейровоспалительное расстройство, включающему введение ин­
дивиду эффективного количества ингибитора взаимодействия семафорина 4Ό (8ΕΜΑ4Ό) с рецептором 
8ΕΜΑ4Ό, причем ингибитор уменьшает проницаемость гематоэнцефалического барьера, посредством 
этого, осуществляя лечение индивида.

Краткое описание чертежей/рисунков
Фиг. 1. Схематическое изображение динамического экспериментального протокола ВВВ ίη νίΐτο 

("Όΐν-ΒΒΒ"), описанного в разделе "Примеры".
Фиг. 2. Модель ίη νίίτο Όΐν-ΒΒΒ, показывающая измерения целостности ВВВ, отражающейся на 

трансэндотелиальном электрическом сопротивлении (ΤΕΕΚ), в присутствии рекомбинантного 8ΕΜΑ4Ό 
(0,05, 0,5, 5 или 50 мкг/мл) и Антитела νΧ15/2503 ("νΧ15").

Фиг. 3. Модель ίη νίίτο Όΐν-ΒΒΒ, показывающая измерения целостности ВВВ, отражающейся на 
трансэндотелиальном электрическом сопротивлении (ΤΕΕΚ) во время образования ВВВ, разрушения 
ВВВ в присутствии рекомбинантного 8ΕΜΑ4Ό (0,5, 5 или 50 мкг/мл), и восстановления ВВВ в присутст­
вии антитела νΧ15/2503 ("νΧ15"), но не контроля изотипа ("ΐκο").

Фиг. 4. Модель ίη νίίτο Όΐν-ΒΒΒ, показывающая измерения целостности ВВВ, отражающейся на 
трансэндотелиальном электрическом сопротивлении (ΤΕΕΚ) во время образования ВВВ, разрушения 
ВВВ в присутствии 0,25, 2,5 или 25 мкг/мл контрольного антигена С35 ("СТКЕ") или 50 мкг/мл реком­
бинантного 8ΕΜΑ4Ό и восстановления ВВВ в присутствии антитела νΧ15/2503 ("νΧ15").

Фиг. 5. Модель ίη νίίτο Όΐν-ΒΒΒ, показывающая измерения целостности ВВВ, отражающейся на 
трансэндотелиальном электрическом сопротивлении (ΤΕΕΚ) во время образования ВВВ, разрушения 
ВВВ в присутствии рекомбинантного 8ΕΜΑ4Ό (50 мкг/мл), и восстановления ВВВ в присутствии анти­
тела νΧ15/2503 ("νΧ15"), антитела к плексину-В1 ("Αηίί-ΡΕΧΝΒΙ"), но не контроля изотипа Β1 ("ΐδο").

Фиг. 6. Модель ίη νίίτο Όΐν-ΒΒΒ, показывающая измерения целостности ВВВ, отражающейся на 
трансэндотелиальном электрическом сопротивлении (ΤΕΕΚ) во время образования ВВВ, разрушения 
ВВВ в присутствии активированных РВМС (мононуклеарных клеток периферической крови) (106/мл) и 
прекращении кровотока, и восстановления ВВВ в присутствии антитела νΧ15/2503 или изотипического 
контрольного ΐ§Ο.

Фиг. 7А-С. Результаты, полученные с использованием модели ЕАЕ ίη νίνο, показывающие целост­
ность ВВВ или ее потерю, показанные иммунным окрашиванием проникновения фибриногена ("ΡΪ6.+ ") 
в ткань мозга (7А, левая панель и количественное определение на фиг. 7В) и экспрессию клаудина-5 
("СЬ№+"), выявленную красным красителем (7А, правая панель и количественное определение на фиг. 
7С) после обработки антителом νΧ15/2503 ("Αηίί-δΕΜΑ4Ό") или изотипическим контролем ('Όοηίτοί 
ΐ§Ο").

Фиг. 8. Результаты иммуноблоттинга, показывающие воздействие возрастающих концентраций ре­
комбинантного 8ΕΜΑ4Ό (1 нг/мл, 10 нг/мл и 100 нг/мл) на экспрессию ключевого эндотелиального бел­
ка плотного контакта клаудина-5 ("ΟΕΝ-5"), по сравнению с νΕΟΡ-Α (сосудистый эндотелиальный фак­
тор роста)-положительным контролем в первичных эндотелиальных культурах центральной нервной 
системы мыши (ЦНС).

Подробное описание изобретения
ΐ. Определения
Следует отметить, что термин, обозначающий объект относится к одному или нескольким таким 

объектам; например, под термином "антитело к 8ΕΜΑ4Ό" следует понимать как представляющий одно 
или несколько антител к 8ΕΜΑ4Ό. По существу, термины "один или несколько" и "по меньшей мере 
один" могут использоваться в настоящем описании взаимозаменяемо.

Следует отметить, что термин "гематоэнцефалический барьер" и "ВВВ" используются взаимозаме­
няемо.

Используемый в настоящем описании термин "нарушение" или "разрушение" в отношении ВВВ, 
такой как "нарушение гематоэнцефалического барьера" "разрушение гематоэнцефалического барьера", 
"разрыв гематоэнцефалического барьера", относится к увеличению проницаемости гематоэнцефаличе­
ского барьера, или, в случае "Όΐν-ΒΒΒ", гуманизированной динамической модели ВВВ ίη νίίτο, умень­
шение трансэндотелиального электрического сопротивления (ΤΕΕΚ). ΜαίτιΙΙίδΙΟΓ с1 а1., Βπ·ιίη Кек. 904:20­
30 (2001); 8айадшба е1 а1., Βπ·ιίη Кек. 1109: 1-13 (2006) и ίτκτιίίο е1 а1., БрПераа 48:505-16 (2007) показа­
ли, что существует прямая (обратная) связь между ΤΕΕΚ и проницаемостью в Όΐν-ΒΒΒ. Кроме того, 
увеличение проницаемости гематоэнцефалического барьера или уменьшение электрического сопротив­
ления может быть результатом уменьшения числа, плотности и/или концентрации эндотелиальных кле­
ток, присутствующих на ВВВ, или изменения морфологии или взаимодействий между эндотелиальными 
клетками или астроцитами или между эндотелиальными клетками и астроцитами, которые образуют 
ВВВ.

Используемый в настоящем описании термин "восстановление" в отношении ВВВ, такой как "вос­
становление гематоэнцефалического барьера" или "реставрация гематоэнцефалического барьера" отно­
сится к уменьшению проницаемости гематоэнцефалического барьера или, в случае Όΐν-ΒΒΒ, гуманизи­
рованной динамической модели ВВВ ίη νίίτο, увеличение трансэндотелиального электрического сопро­
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тивления.
Используемый в настоящем описании термин "нейровоспалительное расстройство" относится к 

воспалительному поражению центральной нервной системы (ЦНС), нейродегенеративному расстрой­
ству, аутоиммунному расстройству центральной нервной системы, миелиновому повреждению или забо­
леванию, которое поражает олигодендроциты, или посттравматическому миелиновому повреждению 
центральной нервной системы. Следует отметить, что нейровоспалительные поражения часто также 
представляют собой нейродегенеративные повреждения. Однако нейродегенеративное поражение может 
также существовать в отсутствие очевидного нейровоспаления. Это, например, имеет место на поздней 
стадии вторичного прогрессирующего рассеянного склероза.

Термин "терапевтически эффективное количество" относится к количеству антитела, полипептида, 
полинуклеотида, маленькой органической молекулы или другого лекарственного средства, эффективного 
для "лечения" заболевания или расстройства у индивида или млекопитающего. В случае нейровоспали­
тельного расстройства, терапевтически эффективное количество лекарственного средства может умень­
шить проницаемость ВВВ; снизить, замедлить или остановить увеличение проницаемости ВВВ; ингиби­
ровать, например, подавить, задержать, предотвратить, остановить или вызвать обратное развитие уве­
личенной проницаемости ВВВ; увеличить число, плотность и/или концентрацию эндотелиальных кле­
ток, присутствующих на ВВВ; изменить морфологию или функцию эндотелиальных клеток или изме­
нить взаимодействия между эндотелиальными клетками или астроцитами или между эндотелиальными 
клетками и астроцитами, которые образуют ВВВ; облегчить в некоторой степени один или несколько 
симптомов, связанных с увеличенной проницаемостью ВВВ, например, нейровоспалительных рас­
стройств; снизить частоту осложнений и смертность; улучшить качество жизни или комбинации таких 
эффектов.

Такие термины как "лечение" или "лечить" или "смягчение" или "смягчить" относятся и 1) к тера­
певтическим мерам, которые излечивают, замедляют, уменьшают симптомы, вызывать обратное разви­
тие и/или останавливать прогрессирование диагностированного патологического состояния или рас­
стройства, и 2) к профилактическим или превентивным мерам, которые предотвращают и/или замедляют 
развитие целевого патологического состояния или расстройства. Таким образом, индивиды, нуждающие­
ся в лечении, включают тех, у которых уже имеется данное расстройство; тех, которые склонны к разви­
тию расстройства; и тех, кому предстоит предотвратить развитие расстройства. Благоприятные или же­
лаемые клинические результаты включают без ограничения смягчение симптомов, уменьшение тяжести 
заболевания, стабилизацию (т.е. отсутствие ухудшения) патологического состояния, задержка или за­
медление прогрессирование заболевания, облегчение или временное ослабление патологического со­
стояния и ремиссии (или частичной, или полной), выявляемые или не выявляемые. "Лечение" может 
также означать продление выживания, по сравнению с ожидаемым выживанием без лечения. Индивиды, 
нуждающиеся в лечении, включают тех, у которых уже имеется данное состояние или расстройство, а 
также тех, которые склонны к развитию расстройства; или тех, у которых предстоит предотвратить раз­
витие состояния или расстройства.

Под "индивидом" или "животным", или "пациентом", или "млекопитающим" подразумевается лю­
бой индивид, в частности, млекопитающее, которое нуждается в диагностике, прогнозировании или ле­
чении. Млекопитающие включают людей, домашних животных, сельскохозяйственных животных, и со­
держащихся в зоопарках, спортивных или других домашних питомцев, таких как собаки, кошки, морские 
свинки, кролики, крысы, мыши, лошади, крупный рогатый скот, коровы, медведи и т.д.

Используемые в настоящем описании фразы, такие как "индивид, у которого введение антитела к 
8ΕΜΆ4Ό обеспечило бы благоприятный эффект", и "животное, нуждающееся в лечении" включает таких 
индивидов, как млекопитающие, у которых благоприятный эффект был бы обеспечен введением антите­
ла к 8ΕΜΆ4Ό или другой применяемой молекулы, связывающей 8ΕΜΆ4Ό, например, для выявления 
полипептида 8ΕΜΆ4Ό (например, для диагностической процедуры) и/или в результате лечения, т.е. вре­
менного облегчения или предотвращения заболевания, антителом к 8ΕΜΆ4Ό или другой молекулы, свя­
зывающей 8ΕΜΆ4Ό.

Термин "связывающая молекула" или "связывающая антиген молекула" по настоящему изобрете­
нию относится в его самом широком смысле, к молекуле, которая специфически связывает антигенную 
детерминанту. В одном из вариантов осуществления связывающая молекула специфически связывается с 
8ΕΜΆ4Ό, например, с трансмембранным полипептидом 8ΕΜΆ4Ό с молекулярной массой примерно 150 
кДа или растворимым полипептидом 8ΕΜΆ4Ό с молекулярной массой примерно 120 кДа (вместе име­
нуемых 8ΕΜΆ4Ό). В другом варианте осуществления связывающая молекула по изобретению представ­
ляет собой антитело или его антигенсвязывающий фрагмент. В другом варианте осуществления связы­
вающая молекула по изобретению содержит по меньшей мере одну СЭЕ (определяющую комплемен­
тарность область) тяжелой или легкой цепи молекулы антитела. В другом варианте осуществления 
связывающая молекула по изобретению содержит по меньшей мере две СЭЕ из одной или нескольких 
молекул антитела. В другом варианте осуществления связывающая молекула по изобретению содержит 
по меньшей мере три СЭЕ из одной или нескольких молекул антитела. В другом варианте 
осуществления связывающая молекула по изобретению содержит по меньшей мере четыре СЭЕ из 
одной или нескольких молекул антитела. В другом варианте осуществления связывающая молекула по
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ких молекул антитела. В другом варианте осуществления связывающая молекула по изобретению со­
держит по меньшей мере пять СЭР из одной или нескольких молекул антитела. В другом варианте осу­
ществления связывающая молекула по изобретению содержит по меньшей мере шесть СОК из одной или 
нескольких молекул антитела.

Настоящее изобретение относится к способу уменьшения проницаемости гематоэнцефалического 
барьера у индивида, имеющего нейровоспалительное расстройство (например, рассеянный склероз, бо­
ковой амиотрофический склероз, эпилепсию, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, менингит, отек 
мозга, мозговую травму и инсульт), включающему введение индивиду молекулы, связывающей антитело 
к 8ΕΜΑ4Ό, молекулы, связывающей антитело к плексину-В1, или их комбинации.

Используемый в настоящем описании термин "молекула, связывающая антитело к 8ΕΜΑ4Ό" или 
"молекула, связывающая антитело к плексину-В1" относится к антителу или его антигенсвязывающие 
фрагменту, варианту или производному. Пока нет определенной ссылки на полноразмерные антитела, 
такие как природные антитела, термин "антитело к 8ΕΜΑ4Ό" или "антитело к плексину-В1" включает 
полноразмерные антитела, а также антигенсвязывающие фрагменты, варианты, аналоги или производные 
таких антител, например, природное антитело или молекулы иммуноглобулина или сконструированные 
методами генной инженерии молекулы или фрагменты антител, которые связывают антиген, подобным 
молекулам антитела образом.

Используемый в настоящем описании термин "ингибитор взаимодействия 8ΕΜΑ4Ό с рецептором 
8ΕΜΑ4Ό" относится к "молекуле, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό", "молекуле, связывающей антите­
ло к плексину-В1", а также к низкомолекулярному ингибитору 8ΕΜΑ4Ό или рецептора 8ΕΜΑ4Ό.

Используемые в настоящем описании термины антитела "человека" или "полностью человеческие" 
антитела включают антитела, имеющие аминокислотную последовательность человеческого иммуногло­
булина, и включают антитела, выделенные из библиотек иммуноглобулина человека, или от животных, 
трансгенных в отношении одного или нескольких иммуноглобулинов человека, и которые не экспресси­
руют эндогенные иммуноглобулины, как описано ниже, и, например, в патенте США № 5939598, выдан­
ном Кисйепарай с1 а1. Антитела "человека" или "полностью человеческие" антитела также включают ан­
титела, содержащие, по меньшей мере, вариабельный домен тяжелой цепи или, по меньшей мере, вариа­
бельные домены тяжелой цепи и легкой цепи, где вариабельные домен(ы) имеют аминокислотную по­
следовательность вариабельного(ых) домена(ов) иммуноглобулина человека.

Антитела "человека" или "полностью человеческие" антитела также включают антитела "человека" 
или "полностью человеческие" антитела, как описано выше, которые содержат, состоят по существу из, 
или состоят из вариантов (включая производные) молекул антитела (например, области УН и/или облас­
ти УЬ), описанных в настоящей заявке, причем антитела или их фрагменты иммуноспецифически связы­
ваются с полипептидом 8ΕΜΑ4Ό или его фрагментом или вариантом. Стандартные методики, известные 
специалистам в данной области, могут использоваться для внесения мутаций в нуклеотидную последова­
тельность, кодирующую антитело человека к 8ΕΜΑ4Ό, включающие, без ограничения, сайт- 
направленный мутагенез и ПЦР-опосредованный мутагенез, которые приводят к аминокислотным заме­
щениям. Предпочтительно варианты (включающие производные) кодируют менее чем 50 аминокислот­
ных замещений, менее чем 40 аминокислотных замещений, менее чем 30 аминокислотных замещений, 
менее чем 25 аминокислотных замещений, менее чем 20 аминокислотных замещений, менее чем 15 ами­
нокислотных замещений, менее чем 10 аминокислотных замещений, менее чем 5 аминокислотных заме­
щений, менее чем 4 аминокислотных замещения, менее чем 3 аминокислотных замещения или менее чем 
2 аминокислотных замещения относительно эталонной области УН, УНСОК1, УНСОК2, УНСЭР3. об­
ласти УЬ, УЬСОК1, У1,С1)Р2 или У1.С1Ж.3.

В определенных вариантах осуществления аминокислотные замещения представляют собой кон­
сервативные аминокислотные замещения, дополнительно обсужденные ниже. Альтернативно, мутации 
могут вноситься случайным методом вдоль всей или части кодирующей последовательности, таким как 
насыщающий мутагенез, и может проводиться скрининг полученных мутантов в отношении биологиче­
ской активности для идентификации мутантов, которые сохраняют активность (например, способность 
связывать полипептид 8ΕΜΑ4Ό, например, 8ΕΜΑ4Ό человека, мыши или и человека, и мыши). Такие 
варианты (или их производные) антитела "человека" или "полностью человеческого" антитела могут 
также именоваться антителами человека или полностью человеческими антителами, которые "оптимизи­
рованы" или "оптимизированы для связывания антигена" и включают антитела, которые имеют повы­
шенную аффинность к антигену.

Термины "антитело" и "иммуноглобулин" используются в настоящем описании взаимозаменяемо. 
Антитело или иммуноглобулин содержит, по меньшей мере, вариабельный домен тяжелой цепи, и обыч­
но содержит, по меньшей мере, вариабельные домены тяжелой цепи и легкой цепи. Основные иммуног­
лобулиновые структуры в системах позвоночных относительно хорошо понятны. См., например, Наг1о\у 
е1 а1. (1988) ЛпОЬоШет ЬаЪогаЮгу Μαηυαΐ (2пб еб.; Со1б 8ргтд НагЬог ЬаЪогаЮгу Ргезз).

Используемый в настоящем описании термин "иммуноглобулин" включает различные широкие 
классы полипептидов, которые могут быть дифференцированы биохимически. Специалистам в данной 
области понятно, что тяжелые цепи классифицируются как гамма, мю, альфа, дельта или эпсилон, (γ, μ,
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α, δ, ε) с некоторыми подклассами среди них (например, γ1-γ4). Именно природа этой цепи определяет 
"класс" антитела как 1§О, 1дМ, 1§Л 1§О или 1дЕ соответственно. Подклассы иммуноглобулинов (изоти­
пы), например, 1дО1, 1дО2, 1дО3, 1дО4, 1дА1 и т.д. хорошо охарактеризованы и, как известно, придают 
функциональную специализацию. Модифицированные версии каждого из этих классов и изотипов легко 
различимы специалистом в данной области в связи с настоящим описанием и соответственно входят в 
объем настоящего изобретения. Ясно, что все классы иммуноглобулинов входят в объем настоящего 
изобретения, следующее обсуждение будет в целом направлено на класс 1§О молекул иммуноглобулина. 
В отношении 1§О, стандартная молекула иммуноглобулина содержит два идентичных полипептида лег­
кой цепи с молекулярной массой приблизительно 23000 Дальтон, и два идентичных полипептида тяже­
лой цепи с молекулярной массой 53000-70000. Четыре цепи обычно соединены дисульфидными связями 
в конфигурации "Υ", причем легкие цепи скрепляют тяжелые цепи, начиная у развилки "Υ", и продолжа­
ясь через вариабельную область.

Легкие цепи классифицируются или как каппа, или лямбда (κ, λ). Каждый класс тяжелой цепи мо­
жет быть связан или с каппа, или лямбда легкой цепью. В целом, легкие и тяжелые цепи ковалентно свя­
заны друг с другом, а "хвостовые" части двух тяжелых цепей связаны друг с другом ковалентными ди­
сульфидными связями или не ковалентными связями, когда иммуноглобулины генерируются или гибри- 
домами, В-клетками, или клетками-хозяевами, полученными методами генной инженерии. В тяжелой 
цепи аминокислотные последовательности проходят от Ν-конца у развилки концов конфигурации Υ к С- 
концу в основе каждой цепи.

И легкие, и тяжелые цепи делятся на области структурной и функциональной гомологии. Термин 
"константная" и "вариабельная" используются функционально. В этом отношении, следует понимать, что 
вариабельные домены и легкой (УЪ или УК), и тяжелой (УН) частей цепи определяют распознавание 
антигена и специфичность. Напротив, константные домены легкой цепи (СЬ) и тяжелой цепи (СН1, СН2 
или СН3) придают важные биологические свойства, такие как секреция, трансплацентарная подвиж­
ность, связывание с рецепторами Ре, связывание комплемента и тому подобное. Обычно, нумерация до­
менов константной области увеличивается по мере того, как они все больше удаляются от сайта связыва­
ния антигена или аминоконца антитела. Ν-концевая часть представляет собой вариабельную область, а 
на С-концевой части находится константная область; домены СН3 и СЬ действительно содержат карбок­
сиконец тяжелой и легкой цепи соответственно.

Как указано выше, вариабельная область обеспечивает возможность антителу селективно распозна­
вать и специфически связывать эпитопы на антигенах. То есть домен УЪ и домен УН или субпопуляция 
определяющих комплементарность областей (СОК) внутри этих вариабельных доменов антитела комби­
нируются для образования вариабельной области, которая ограничивает трехмерный антиген- 
связывающий сайт. Эта четвертичная структура антитела образует антиген-связывающий сайт, присутст­
вующий на конце каждого плеча Υ. Конкретнее, антиген-связывающий сайт ограничивается тремя СЭР 
на каждой из цепей УН и УЪ. В некоторых случаях, например, когда определенные молекулы иммуног­
лобулина происходят из видов верблюдовых или сконструированы методами генной инженерии на осно­
ве иммуноглобулинов верблюдовых, полная молекула иммуноглобулина может состоять только из тяже­
лых цепей, без легких цепей. См., например, Натег5-Са51егтап с1 а1., ШШгс 363:446-448 (1993).

В природных антителах шесть "определяющих комплементарность областей" или "СЭР", присутст­
вующих в каждом связывающем антиген домене, представляют собой короткие, прерывистые последо­
вательности аминокислот, которые специфически расположены для образования связывающего антиген, 
по мере того как антитело приобретает его трехмерную конфигурацию в водной среде. Остальные ами­
нокислоты в связывающих антиген доменах, именуемые "каркасными" участками, проявляют меньшую 
межмолекулярную вариабельность. Каркасные участки в значительной степени принимают конформа­
цию β-листка, и СЭР образуют петли, которые соединяют, и в некоторых случаях образуют часть струк­
туры β-листка. Таким образом, каркасные участки действуют для образования каркаса, который обеспе­
чивает расположение СЭР в правильной ориентации межцепьевыми, не ковалентными взаимодействия­
ми. Связывающий антиген домен, образованный расположенными СЭР, ограничивает поверхность, ком­
плементарную эпитопу, на иммунореактивном антигене. Эта комплементарная поверхность способству­
ет не ковалентному связыванию антитела с его когнатным эпитопом. Средний специалист в данной об­
ласти может легко идентифицировать аминокислоты, содержащие соответственно СЭР и каркасные уча­
стки, для любого данного вариабельного домена тяжелой или легкой цепи, поскольку они были точно 
определены (см. ниже).

В случае, когда имеются два или более определений термина, которые используются и/или приняты 
в данной области, то используемое в настоящем описании определение термина предназначено для 
включения всех таких значений, пока нет ясных указаний на противоположное. Определенным приме­
ром является использование термина "определяющая комплементарность область" ("СЭР") для описания 
прерывистых антиген-комбинирующих участков, обнаруживаемых в пределах вариабельной области 
полипептидов и тяжелой, и легкой цепи. Эта конкретная область была описана в публикациях КаЬа1 е1 а1. 
(1983) и.8. Эер1. о£ НеаИЪ апД Нитап 8егу1се5, "8едиепсе5 о£ РгоЮшз о£ 1ттипо1одюа1 1п1егс51" и СНоДпа
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и Ьезк, I Мо1. Бю1. 196:901-917 (1987), которые включены в настоящее описание путем ссылки, где опре­
деления включают перекрывающиеся или субпопуляции аминокислотных остатков при сравнении друг с 
другом. Тем не менее, применение любого определения для ссылки на СОН антитела или его вариантов 
предназначено для включения в объем термина, как определено и используется в настоящем описании. 
Соответствующие аминокислотные остатки, которые охватывают СИК, как определено каждой из при­
веденных выше ссылок, представлены ниже в таблице, в качестве сравнения. Точные номера остатков, 
которые охватывают конкретную СИК, варьируются в зависимости от последовательности и размера 
СИК. Специалисты в данной области могут обычным образом определить, какие остатки содержат кон­
кретную СОН в данной аминокислотной последовательности вариабельной области антитела.

Определения СИК1
КаЬаО СЬоОЫа

УН СОН1 31-35 26-32

УН СОН2 50-65 52-58

УН сонз 95-102 95-102

УЪ СОН1 24-34 26-32

УЪ СОН2 50-56 50-52

УЪ сонз 89-97 91-96

1Нумерация определений СБК в табл. 1 дана в соответствии с соглашениями, изложен­
ными КаЪа! е! а1. (см. ниже).

КаЪа! е! а1. также определили систему нумерации для последовательностей вариабельного домена, 
которая применима к любому антителу. Средний специалист в данной области может однозначно при­
менить данную систему "Нумерации по КаЪа!" к любой последовательности вариабельного домена без 
учета любых экспериментальных данных за пределами самой последовательности. Используемый в на­
стоящем описании термин "Нумерация по КаЪа!" относится к системе нумерации, изложенной в публи­
кации КаЪа! е! а1. (1983) υ.δ. Иер!. о£ НеаНй апб Нитап 8егу1ее8, "Зециепсе о£ Рго!етз о£ 1ттипо1о§1са1 
1п1еге81." Пока нет иных определений, ссылки на нумерацию определенных положений аминокислотных 
остатков в антителе к 8ΕΜΑ4Ό или его антигенсвязывающем фрагменте, варианте или производном по 
настоящему изобретению приведены в соответствии с системой нумерации КаЪа!.

Антитела или их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или производные по изобретению 
включают без ограничения поликлональные, моноклональные, мультиспецифические и биспецифиче­
ские, в которых по меньшей мере одно плечо является специфичным в отношении антитела к 8ΕΜΆ4Ό, 
антитела человека, гуманизированного, приматизированного или химерного антитела, одноцепочечного 
антитела, связывающих эпитоп фрагментов, например, ТаЪ, ТаЪ' и Т(аЪ')2, Τά, Τν, одноцепочечных Τν 
(зсТу), связанных дисульфидом Τν (δάΤν), фрагментам, содержащим или домен УЬ, или домен УН, фраг­
ментам, продуцируемым библиотекой экспрессии ТаЪ, и анти-идиотипических (анти-Ιά) антител (вклю­
чающих, например, анти-Ιά антитела к описанным в настоящем изобретении антитела к 8ЕМА4Им). Мо­
лекулы δοΡν известны в данной области и описаны, например, в патенте США № 5892019. Молекулы 
иммуноглобулина или антитела по изобретению могут быть любого типа (например, Ι§Ο, 1дЕ, 1дМ, Ι§Ό, 
1дА и Ι§Υ), класса (например, 1§С1, Ι§Ο2, 1§С3, 1§С4, 1дА1 и 1дА2 и т.д.) или подкласса молекулы имму­
ноглобулина.

Используемый в настоящем описании термин "часть тяжелой цепи" включает аминокислотные по­
следовательности, происходящие из тяжелой цепи иммуноглобулина. В определенных вариантах осуще­
ствления полипептид, содержащий часть тяжелой цепи, содержит по меньшей мере один из: домена УН, 
домена СН1, шарнирного домена (например, верхнего, среднего и/или нижнего шарнира), домена СН2, 
домена СН3 или их варианта или фрагмента. Например, связывающий полипептид для применения в 
изобретении может содержать полипептидную цепь, содержащую домен СН1; полипептидную цепь, со­
держащую домен СН1, по меньшей мере часть шарнирного домена и домен СН2; полипептидную цепь, 
содержащую домен СН1 и домен СН3; полипептидную цепь, содержащую домен СН1, по меньшей мере 
часть шарнирного домена, и домен СН3 или полипептидную цепь, содержащую домен СН1, по меньшей 
мере часть шарнирного домена, домен СН2 и домен СН3. В другом варианте осуществления полипептид 
по изобретению содержит полипептидную цепь, содержащую домен СН3. Кроме того, связывающий 
полипептид для применения в изобретении может не содержать по меньшей мере часть домена СН2 (на­
пример, весь или часть домена СН2). Как изложено выше, среднему специалисту в данной области по­
нятно, что эти домены (например, части тяжелой цепи) могут модифицироваться таким образом, чтобы 
они отличались по аминокислотной последовательности от природной молекулы иммуноглобулина.

В определенных антителах против 8ΕΜΑ4Ό или их антиген-связывающих фрагментах, вариантах 
или производных, описанных в настоящем изобретении, части тяжелой цепи одной полипептидной цепи 
мультимера идентичны таковым на второй полипептидной цепи мультимера. Альтернативно, содержа­
щие часть тяжелой цепи мономеры по изобретению не являются идентичными. Например, каждый мо­
номер может содержать другой целевой сайт связывания, образуя, например, биспецифическое антитело.

Части тяжелой цепи связывающей молекулы для применения в способах, описанных в настоящей 
заявке, могут быть получены из различных молекул иммуноглобулина. Например, часть тяжелой цепи
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полипептида может содержать домен Сн1, происходящий из молекулы 1дС1, и шарнир, происходящий из 
молекулы 1дС3. В другом примере, часть тяжелой цепи может содержать шарнирную часть, происходя­
щую частично из молекулы 1§С1 и, частично, из молекулы 1дС3. В другом примере, часть тяжелой цепи 
может содержать химерный шарнир, происходящий частично из молекулы 1дС1, и, частично, их молеку­
лы 1§О4.

Используемый в настоящем описании термин "часть легкой цепи" включает аминокислотные по­
следовательности, происходящие из легкой цепи иммуноглобулина, например, каппа или лямбда легкой 
цепи. Предпочтительно часть легкой цепи содержит по меньшей мере один из домена УЬ или домена СЬ.

Антитела к 8ΕΜΑ4Ό или их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или производные, описан­
ные в настоящем описании, могут быть описаны или определены с точки зрения эпитоп(ов) или части 
(частей) антигена, например, описанного в настоящем изобретении целевого полипептида (например, 
8ΕΜΑ4Ό), который они распознают, или специфически связывают. Часть целевого полипептида, которая 
специфически взаимодействует с антиген-связывающим доменом антитела, представляет собой "эпитоп" 
или "антигенную детерминанту". Целевой полипептид может содержать один эпитоп, но обычно содер­
жит по меньшей мере два эпитопа, и может включать любое число эпитопов в зависимости от размера, 
конформации и типа антигена. Кроме того, следует отметить, что "эпитоп" на целевом полипептиде мо­
жет представлять собой или может включать не полипептидные элементы, например, эпитоп может 
включать углеводородную боковую цепь.

Считается, что минимальный размер пептидного или полипептидного эпитопа для антитела состав­
ляет примерно от четырех до пяти аминокислот. Пептидные или полипептидные эпитопы предпочти­
тельно содержат по меньшей мере семь, предпочтительнее по меньшей мере девять и наиболее предпоч­
тительно от по меньшей мере примерно 15 до примерно 30 аминокислот. Поскольку СЭК может распо­
знавать антигенный пептид или полипептид в его третичной форме, аминокислоты, содержащие эпитоп, 
не должны быть непрерывными, и в некоторых случаях, могут даже не находиться на одной и той же 
пептидной цепи. Пептидный или полипептидный эпитоп, распознаваемый антителами к 8ΕΜΑ4Ό по 
настоящему изобретению, может содержать последовательность по меньшей мере из 4, по меньшей мере 
5, по меньшей мере 6, по меньшей мере 7, предпочтительнее по меньшей мере 8, по меньшей мере 9, по 
меньшей мере 10, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20, по меньшей мере 25, или от примерно 15 до 
примерно 30 смежных или несмежных аминокислот 8ΕΜΑ4Ό.

Под термином "специфически связывается" в целом подразумевается, что антитело связывается с 
эпитопом через его антиген-связывающий домен, и что связывание влечет за собой некоторую компле­
ментарность между антиген-связывающим доменом и эпитопом. В соответствии с этим определением 
считается, что антитело "специфически связывается" с эпитопом, когда оно связывается с эпитопом че­
рез его антиген-связывающий домен легче, чем оно связывалось бы со случайным, чужеродным эпито­
пом. Термин "специфичность" используется в настоящем описании для определения относительной аф­
финности, с которой определенное антитело связывается с определенным эпитопом. Например, антитело 
"А" может считаться имеющим более высокую специфичность в отношении данного эпитопа, чем анти­
тело "В", или можно сказать, что антитело "А" связывается с эпитопом "С" с более высокой специфично­
стью, чем оно имеет в отношении родственного эпитопа "Ό".

Под термином "предпочтительно связывается" подразумевается, что антитело специфически связы­
вается с эпитопом легче, чем оно бы связывалось с родственным, подобным, гомологичным или анало­
гичным эпитопом. Таким образом, антитело, которое "предпочтительно связывается" с данным эпито­
пом, более вероятно связывалось бы с этим эпитопом, чем с родственным эпитопом, даже хотя такое ан­
титело может перекрестно реагировать с родственным эпитопом.

В качестве неограничивающего примера, можно считать, что антитело предпочтительно связывает 
первый эпитоп, если оно связывает указанный первый эпитоп с константой диссоциации (Кс), которая 
меньше, чем К антитела, в отношении второго эпитопа. В другом неограничивающем примере, можно 
считать, что антитело предпочтительно связывает первый эпитоп, если оно связывает первый эпитоп с 
аффинностью, которая по меньшей мере на один порядок величины меньше, чем Кс антитела в отноше­
нии второго эпитопа. В другом неограничивающем примере, можно считать, что антитело предпочти­
тельно связывает первый эпитоп, если оно связывает первый эпитоп с аффинностью, которая по мень­
шей мере на два порядка величины меньше, чем Кс антитела в отношении второго эпитопа.

В другом неограничивающем примере, можно считать, что антитело предпочтительно связывает 
первый эпитоп, если оно связывает первый эпитоп со скоростью диссоциации (к(о£Т)), которая меньше, 
чем к(ой) антитела к(о£Т) в отношении второго эпитопа. В другом неограничивающем примере, можно 
считать, что антитело предпочтительно связывает первый эпитоп, если оно связывает первый эпитоп с 
аффинностью, которая по меньшей мере на один порядок величины меньше, чем к(ой) антитела в отно­
шении второго эпитопа. В другом неограничивающем примере, можно считать, что антитело предпочти­
тельно связывает первый эпитоп, если оно связывает первый эпитоп с аффинностью, которая по мень­
шей мере на два порядка величины меньше, чем к(ой) антитела в отношении второго эпитопа. Можно 
сказать, что антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант, или производное, описанные в 
настоящем изобретении, связывают описанный в настоящей заявке целевой полипептид (например, 8Ε-
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ΜΑ4Ό, например, 8ΕΜΑ4Ό человека, мыши, или и человека, и мыши) или его фрагмент или вариант со 
скоростью диссоциации (к (ой)), меньшей чем или равной 5x10" с", 10" с", 5x10' с" или 10" с" . Пред­
почтительнее можно сказать, что антитело или его фрагмент, вариант, по настоящему изобретению, свя­
зывают описанный в настоящей заявке целевой полипептид (например, 8ΕΜΑ4Ό, например, 8ΕΜΑ4Ό 
человека, мыши, или и человека, и мыши) или его фрагмент или вариант со скоростью диссоциации 
(к(ой)), меньшей чем или равной 5х10"4 с"1, 10"4 с"1, 5х10"5 с"1 или 10"5 с"1, 5х10"6 с"1, 10"6 с"1, 5х10"7 с"1 или
10"7 с"1.

Можно сказать, что антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант, или производное, 
описанные в настоящей заявке, связывают описанный в настоящем изобретении целевой полипептид 
(например, 8ΕΜΑ4Ό, например, 8ΕΜΑ4Ό человека, мыши, или и человека, и мыши) или его фрагмент 
или вариант со скоростью диссоциации (к(ой)), большей чем или равной 103 М"1 с"1, 5х103 М"1 с"1, 
104 М"1 с"1 или 5х104 М"1 с"1. Предпочтительнее можно сказать, что антитело по изобретению связывает 
описанный в настоящей заявке целевой полипептид (например, 8ΕΜΑ4Ό, например, 8ΕΜΑ4Ό человека, 
мыши, или и человека, и мыши) или его фрагмент или вариант со скоростью диссоциации (к(ой)), боль­
шей чем или равной 105 М"1 с"1, 5х 105 М"1 с"1, 106 М"1 с"1 или 5х 106 М"1 с"1 или 107 М"1 с"1.

Можно сказать, что антитело конкурентно ингибирует связывание эталонного антитела с данным 
эпитопом, если оно предпочтительно связывается с этим эпитопом настолько, что оно в некоторой сте­
пени блокирует связывание эталонного антитела с эпитопом. Конкурентное ингибирование можно опре­
делить любым способом, известным в данной области, например, конкурентными ΕΜδΑ (иммунофер­
ментными) анализами. Можно сказать, что антитело конкурентно ингибирует связывание эталонного 
антитела с данным эпитопом по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 
70%, по меньшей мере на 60% или по меньшей мере на 50%.

Используемый в настоящем описании термин "аффинность" относится к показателю прочности 
связывания отдельного эпитопа с СЭР молекулы иммуноглобулина. См., например, руководство Наг1о\у 
е! а1. (1988) ΑπΟ^^δ: Α ЬаЬота1огу Μαηυαΐ (Со1б 8ргшд НатЬот ЬаЬота1огу Ргекк, 2иб еб.) радек 27-28. 
Используемый в настоящем описании термин "авидность" относится к общей устойчивости комплекса 
между популяцией иммуноглобулинов и антигеном, то есть, прочности функционального соединения 
смеси иммуноглобулина с антигеном. См., например, руководство Наг1о\у на стр. 29-34. Авидность свя­
зана и с аффинностью отдельных молекул иммуноглобулина в популяции с определенными эпитопами, и 
также с валентностями иммуноглобулинов и антигена. Например, взаимодействие между бивалентным 
моноклональным антителом и антигеном с высокоповторяющейся структурой эпитопа, такой как поли­
мер, было бы взаимодействием с высокой авидностью.

Антитела к 8ΕΜΑ4Ό или их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или производные по изо­
бретению могут также быть описаны или определены с точки зрения их перекрестной реактивности. Ис­
пользуемый в настоящем описании термин "перекрестная реактивность" относится к способности анти­
тела, специфичного в отношении одного антигена, вступать во взаимодействие со вторым антигеном; 
показателю родства между двумя различными антигенными субстанциями. Таким образом, антитело 
является перекрестно-реактивным, если оно связывается с эпитопом, отличным от того, который вызвал 
его образование. Перекрестно-реактивный эпитоп в целом содержит многие из таких же комплементар­
ных структурных признаков, как индуцирующий эпитоп, и, в некоторых случаях, может действительно 
лучше подходить, чем оригинальный.

Например, определенные антитела обладают некоторой степенью перекрестной реактивности в 
том, что они связывают родственные, но не идентичные эпитопы, например, эпитопы с идентичностью 
по меньшей мере 95%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 80%, по меньшей 
мере 75%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 55% и 
по меньшей мере 50% (по расчетам с использованием способов, известных в данной области, и описан­
ных в настоящем изобретении) с эталонным эпитопом. Можно сказать, что антитело имеет небольшую 
или отсутствующую перекрестную реактивность, если оно не связывает эпитопы с идентичностью менее 
чем 95%, менее чем 90%, менее чем 85%, менее чем 80%, менее чем 75%, менее чем 70%, менее чем 
65%, менее чем 60%, менее чем 55%, и менее чем 50% (по расчетам с использованием способов, извест­
ных в данной области, и описанных в настоящей заявке) с эталонным эпитопом. Антитело может счи­
таться "высокоспецифичным" в отношении определенного эпитопа, если оно не связывает ни один дру­
гой аналог, ортолог или гомолог этого эпитопа.

Молекулы, связывающие антитела к 8ΕΜΑ4Ό, например, антитела или их антиген-связывающие 
фрагменты, варианты или производные по изобретению, могут быть также описаны или определены с 
точки зрения их аффинности связывания с полипептидом по изобретению, например, 8ΕΜΑ4Ό, напри­
мер, 8ΕΜΑ4Ό человека, мыши, или и человека, и мыши. Предпочтительные аффинности связывания 
включают те, которые имеют константу диссоциации или Кб меньше чем 5х10-2 М, 10"2 М, 5х10-3 М, 10"3 
М, 5х10-4 М, 10"4 М, 5х10-5 М, 10"5 М, 5х10-6 М, 10"6 М, 5х10-7 М, 10"7 М, 5х10-8 М, 10"8 М, 5х10-9 М, 10"9 
М, 5х10-10 М, 10"10 М, 5х10-11 М, 10"11 М, 5х10-12 М, 10"12 М, 5х10-13 М, 10"13 М, 5х10-14 М, 10"14 М, 5х10-15 
М или 10"15 М. В определенных вариантах осуществления молекула, связывающая антитело к 8ΕΜΑ4Ό,
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например, антитело или его антиген-связывающий фрагмент по изобретению, связывает 8ΕΜΑ4Ό чело­
века с Кй от примерно 5х10-9 до примерно 6х10-9. В другом варианте осуществления молекула, связы­
вающая антитело к 8ΕΜΑ4Ό, например, антитело или его антиген-связывающий фрагмент по изобрете­
нию, связывает 8ΕΜΑ4Ό мыши с Кй от примерно 1х 10-9 до примерно 2х 10-9

Используемый в настоящем описании термин "химерное антитело" должен восприниматься как 
обозначающий любое антитело, причем иммунореактивная область или участок получен или происходит 
из первого вида, а константная область (которая может быть интактной, частичной или модифицирован­
ной в соответствии с настоящим изобретением) получена из второго вида. В предпочтительном варианте 
осуществления целевая область или участок связывания получен из не человеческого источника (напри­
мер, мыши или примата), а константная область является константной областью человека.

Используемый в настоящем описании термин "антитело, сконструированное методами генной ин­
женерии" относится к антителу, в котором вариабельный домен или в тяжелой, или в легкой цепи, или в 
обеих, изменен, по меньшей мере, частичным замещением одного или нескольких СЭВ из антитела из­
вестной специфичности, и, при необходимости, частичным замещением каркасной области и изменением 
последовательности. Хотя СЭВ могут быть получены из антитела того же класса или даже подкласса, 
что и антитело, из которого получены каркасные участки, то предусматривается, что СИВ могут быть 
получены из антитела другого класса и предпочтительно из антитела из другого вида. Сконструирован­
ное методами генной инженерии антитело, в котором одна или несколько "донорских" СЭВ из нечелове­
ческого антитела известной специфичности привиты в каркасную область тяжелой или легкой цепи че­
ловека, именуется в настоящем описании "гуманизированным антителом". Может не быть необходимо­
сти в замещении всех СЭВ полными СЭВ из донорского вариабельного домена для передачи антиген- 
связывающей способности одного вариабельного домена другому. Скорее, может быть нужно перенести 
только те остатки, которые необходимы для поддержания активности целевого связывающего участка.

Кроме того, понятно, что каркасные области в пределах вариабельного домена в тяжелой или лег­
кой цепи, или их обеих гуманизированного антитела могут содержать только остатки человеческого 
происхождения, и в этом случае каркасные области гуманизированного антитела именуются "полностью 
человеческими каркасными областями" (например, МЛЬ УХ15/2503, описанный в опубликованной заяв­
ке на патент США № И8 2010/0285036 А1 в виде МАЬ 2503, включенной в настоящее описание в качест­
ве ссылки в полном объеме). Альтернативно, один или несколько остатков каркасного участка (участков) 
донорского вариабельного домена могут включаться методами генной инженерии в соответствующее 
положение каркасной области (областей) человека вариабельного домена в тяжелой или легкой цепи или 
в обеих цепях гуманизированного антитела для поддержания должного связывания или усиления связы­
вания с антигеном 8ΕΜΑ4Ό. Таким образом, человеческая каркасная область, которая была сконструи­
рована этими методами генной инженерии, включала бы смесь остатков человеческого и донорского 
каркаса, и именуется в настоящем описании "частично человеческой каркасной областью".

Например, гуманизация антитела к 8ΕΜΑ4Ό может, по существу, выполняться в соответствии со 
способом ΥίηΐθΓ и сотрудников Сопех е! а1., Манге 527:522-525 (1986); ВюсНтапп е! а1., Манге 532:323­
327 (1988); Уегйоеуеи е! а1., 8с1епсе 25:1534-1536 (1988)), путем замещения соответствующих последова­
тельностей антитела человека к 8ΕΜΑ4Ό с использованием СЭВ грызунов или мутантных СЭВ грызу­
нов. См. также патенты США № 5225539; 5585089; 5693761; 5693762; 5859205, включенные в настоящее 
описание в качестве ссылки. Полученное гуманизированное антитело к 8ΕΜΑ4Ό содержит по меньшей 
мере одну СЭВ грызунов или мутантную СЭВ грызунов в пределах полностью человеческих каркасных 
областей вариабельного домен тяжелой и/или легкой цепи гуманизированного антитела. В некоторых 
случаях остатки в пределах каркасных областей одного или нескольких вариабельные доменов гумани­
зированного антитела к 8ΕΜΑ4Ό замещены соответствующими не человеческими остатками (например, 
грызунов) (см., например, патенты США № 5585089; 5693761; 5693762 и 6180370), и в этом случае полу­
ченное гуманизированное антитело к 8ΕΜΑ4Ό содержит частично человеческие каркасные участки в 
пределах вариабельного домена тяжелой и/или легкой цепи.

Кроме того, гуманизированное антитело может содержать остатки, которые обнаруживаются в ре- 
ципиентном антителе или в донорском антителе. Эти модификации осуществляются для дополнительно­
го уточнения функции антитела (например, для получения желаемой аффинности). В целом, гуманизи­
рованное антитело по существу включает все из по меньшей мере одного, а обычно двух, вариабельные 
домены, в которых все или по существу все из СЭВ соответствуют СЭВ из иммуноглобулина, не при­
надлежащего человеку, и все или по существу все каркасные области представляют собой каркасные 
области последовательности иммуноглобулина человека.

Гуманизированное антитело необязательно также содержит по меньшей мере часть константной 
области иммуноглобулина (Рс), обычно, часть константной области иммуноглобулина человека. Допол­
нительные детали можно найти в публикациях 1опе5 е! а1., Ха!иге 332:522-525 (1986); ШесЬтаии е! а1., 
Ха!иге 552:323-329 (1988); и Рге§!а, Сигг. Ор. 8!гис!. Βίο1. 2:593-596 (1992); включенных в настоящее опи­
сание путем ссылки. Соответственно такие "гуманизированные" антитела могут включать антитела, в 
которых по существу менее чем интактный вариабельный домен человека был замещен соответствую­
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щей последовательностью из не человеческого вида. На практике, гуманизированные антитела обычно 
представляют собой антитела человека, в которых некоторые остатки СЭР и, возможно, некоторые кар­
касные остатки замещены остатками из аналогичных участков в антителах грызунов. См., например, па­
тенты США № 5225539; 5585089; 5693761; 5693762; 5859205. См. также патент США № 6180370 и заяв­
ку на Международный патент № νΟ 01/27160, где описаны гуманизированные антитела и технологии 
получения гуманизированных антител, имеющих улучшенную аффинность в отношении заданного анти­
гена.

II. Гематоэнцефалический барьер ("ВВВ")
Гематоэнцефалический барьер (ВВВ) представляет собой активную границу раздела между цирку­

лирующей кровью и центральной нервной системой (ЦНС). ВВВ ограничивает свободное перемещение 
различных веществ между двумя компартментами и играет ключевую роль в поддержании гомеостаза 
ЦНС. ВВВ выполняет и барьерную функцию, и функцию носителя. В качестве барьера, ВВВ ограничи­
вает перемещение клеток и потенциально токсичных или вредных веществ из крови в мозг. С другой 
стороны, в качестве носителя, ВВВ ответствен за транспортировку питательных веществ в мозг и удале­
ние метаболитов.

ВВВ главным образом составлены из трех компонентов: эндотелиальных клеток, астроцитов и пе­
рицитов. Эндотелиальные клетки образуют непрерывный листок, покрывающий внутреннюю поверх­
ность капилляров и кровеносных сосудов в мозге. (РапюНоГГ е! а1., "ТНгее ог Моге Кои1е8 Гог Ьеикосу1е 
МщгаОоп 1и!о Сеп!га1 №гуои8 8у§1ет," Ыа1иге Реу. 1ттип. 3:569-581 (2003). Эндотелиальные клетки ло­
кализуются вблизи к базальной мембране, которая состоит главным образом из коллагена IV, фибронек- 
тина, ламинина и протеогликанов, и взаимно соединены плотными контактами, которые образуют по­
добную поясу структуру в апикальной области клеток. Эндотелиальные клетки ограничивают диффузию 
микроскопических объектов (например, бактерий) и крупных или гидрофильных молекул в паренхиму 
мозга и спинномозговую жидкость (С8Р), в то же время обеспечивая возможность диффузии мелких 
гидрофобных молекул (О2, гормонов, СО2). Клетки барьера активно транспортируют метаболические 
продукты, такие как глюкоза, через барьер специфическими белками.

Эндотелиальные клетки, которые образуют капилляры мозга, отличаются от эндотелиальных кле­
ток, обнаруживаемых в других тканях в организме. Эндотелиальные клетки капилляров мозга соединены 
вместе плотными межклеточными контактами, которые образуют непрерывную стенку против пассив­
ной диффузии молекул из крови в мозг и другие части ЦНС (включая спинномозговую жидкость, С8Р). 
Эти клетки также отличаются тем, что они имеют несколько пиноцитарных везикул, которые в других 
тканях обеспечивают возможность несколько не селективного транспорта через капиллярную стенку. 
Также отсутствуют непрерывные зазоры или каналы, проходящие между клетками, которые обеспечива­
ли бы возможность неограниченного прохождения.

В дополнение к эндотелиальным клеткам, ВВВ также составлен из перицитов и астроцитов. Пери­
циты локализуются внутри базальной мембраны, взаимодействуют с эндотелиальными клетками и игра­
ют важную роль в регуляции эндотелиальной пролиферации, ангиогенеза и воспалительных процессов. 
Астроциты представляют собой характерные, имеющие форму звезд глиальные клетки в головном и 
спинном мозге и являются наиболее многочисленными клетками мозга человека. Они выполняют мно­
жество функций, включая биохимическую поддержку эндотелиальных клеток, которые образуют гема­
тоэнцефалический барьер, обеспечение нервной ткани питательными веществами, поддержание внекле­
точного ионного баланса, и роль в процессах репарации и рубцевания головного и спинного мозга после 
травматических повреждений.

Гематоэнцефалический барьер функционирует для обеспечения того, чтобы среда мозга постоянно 
регулировалась. Уровни различных веществ в крови, таких как гормоны, аминокислоты и ионы, повер­
гаются частым небольшим колебаниям, которые могут вызываться такими действиями как еда и физиче­
ская нагрузка (Оо1б81еш е! а1., "ТНе В1оо6-Ъгаш Ватег," Зшеиййс Лтейсаи 255:74-83 (1986); Рагбйбде, 
"Кесер1ог-Ме61а1е6 Рерйбе Тгаикрой ТНгоидН (Не В1оо6-Ъгаш Ватег," Еибосйи. Реу. 7:314-330 (1986)). 
Если бы мозг не был защищен гематоэнцефалическим барьером от этих изменений состава сыворотки, то 
результатом могла бы быть нерегулируемая нейронная активность.

Изоляция мозга от кровотока является неполной. Если бы это имело место, то мозг был бы неспо­
собен функционировать должным образом вследствие отсутствия питательных веществ и необходимости 
обмена химическими веществами с остальным организмом. Присутствие специфических транспортных 
систем внутри капиллярных эндотелиальных клеток обеспечивает то, что мозг получает регулируемым 
образом все вещества, требуемые для нормального роста и функции. Во многих случаях, эти транспорт­
ные системы состоят из связанных с мембраной белков, которые селективно связывают и транспортиру­
ют определенные молекулы через мембраны барьера. Эти транспортные белки известны в качестве рас­
творенных носителей-транспортеров.

Хотя ВВВ служит для защиты мозга и центральной нервной системы от повреждения инородными 
или внешними молекулами и клетками, инородные или внешние молекулы и клетки могут часть прохо­
дить через ВВВ и, в ограниченных количествах, могут даже быть благоприятными, например, для имму­
нологического контроля ЦНС. Однако когда высокоактивные клетки, такие как, например, В-клетки, Т-
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клетки, лейкоциты и макрофаги, проходят через ВВВ в избытке и достигают мозга, то они могут вызвать 
повреждение мозга. У пациентов, страдающих, например, отеками, мозговыми травмами, инсультом и 
рассеянным склерозом, проявляется разрушение ВВВ.

Исследовали воздействие ВВВ на различные нейровоспалительные расстройства (ΖΙοΚονίο Β.ν., 
"ТЬе В1ооД-Вгаш Ватег ίη НеаЪЬ аиД СЬготс №игоДедеиегаЬуе ОйогДегк", Ыеигои 57: 178-201 (2008); 
ΖΙιοηβ Ζ. е! а1., "АЕ8-саикшд 8ΘΌ1 ти!аи!к деиега!е уакси1аг сЬаидек рйог !о то!ог иеигои ДедеиегаДои," 
№Циге №игокс1еисе 11(4): 420-422 (2008); На\уктк ВТ е! а1., "ТЬе В1ооД-Вгат Ватег/иеигоуакси1аг Ит! ш 
НеаЬЬ аиД О1кеаке", РЬагтасо1одюа1 Кеу 57 (2): 173-185 (2005); ОЬу Е. е! а1., "ТЬе В1ооД-Вгат Ватег аиД 
Ерйерку", Ерйерк1а 47 (11) ; 1761-1774 (2006)). Кроме того, имеется все больше доказательств того, что 
воспаление и гематоэнцефалический барьер (ВВВ) (Ваикк аиД Ейсккои, 2010; ЬосЬЬеаД е! а1., 2010) во­
влечены в патогенез неврологических заболеваний, таких как менингит (уаи Дег е! а1., 2004), отек мозга 
(8!ата!оу1с е! а1., 2006), болезнь Альцгеймера (Ка1айа, 1992), болезнь Паркинсона (Аекйи, ТЕ., е!. а1., 
"ЕиДо!ЬеЬа1 РгоЬйегаЬои аиД 1исгеакеД В1ооД-Вгат Ватег РегтеаЬЬЬу ш !Ье Вака1 ОаидЬа ш а Ка! МоДе1 
ой 3,4-О1ЬуДгохурЬеиу1-Е-А1атие-1иДисеД Оуккгиеыа", ТЬе Йоита1 ой №игокс1еисе 26(37): 9448-9461 
(2006)) и рассеянный склероз (Мтадаг аиД А1ехаиДег, 2003).

В случае рассеянного склероза, например, при использовании магнитно-резонансной визуализации 
("МК1") было показано, что когда индивид подвергается "приступу" М8, ВВВ разрушается в отделе го­
ловного или спинного мозга, обеспечивая Т-лимфоцитам возможность проходить через миелин и атако­
вать миелин, который защищает и изолирует нейроны центральной нервной системы и в головном, и в 
спинном мозге. ^1око\ас 2008; АаиЬаи! Е., "Вютагкегк шДюаЬуе ой ЫооД-Ьгат Ьатег Д1кгирЬои ш ти1Ь- 
р1е 8с1его818". О1кеаке Магкегк 22 (4): 235-44 (2006)).

С другой стороны, менингит возникает, когда имеется воспаление оболочек, которые окружают го­
ловной и спинной мозг (эти оболочки известны как "менинги"). Когда оболочки воспалены, то гематоэн­
цефалический барьер может разрушаться, обеспечивая возможность и воспалительным клеткам, и раз­
личным веществам (включая или токсины, или антибиотики) поступать в мозг. (Веат, Т.К. 1г., е! а1. (Эе- 
сетЬег 1977). "В1ооД, Ьгат, аиД се^еЬ^οкр^ηа1 ЙшД соисеийаЬоик ой кеуега1 аийЫойск ш гаЬЬйк \уЬЬ ш!ас! 
аиД тПатеД тетидек". АЩ|т1сгоЫа1 Адеи!к аиД СЬето!Ьегару 12 (6): 710-6).

Аналогичным образом, в случае болезни Паркинсона (РО), предполагали, что всасывание или мета­
болизм предполагаемых токсинов РО, и их нарушенное выведение через ВВВ, вследствие низкой актив­
ности транспортного Р-гликопротеина (Р-др), АТФ-зависимый выкачивающий насос, который опосреду­
ет быстрое удаление принятых вовнутрь токсических липофильных метаболитов, может играть роль в 
патогенезе РЭ (Койекаак, К., ЕееиДегк, К.Ь., уаи Оокйот, ТС., Vаа1Ьи^д, А., Вай, 1., АШеткеи, А.Т., аиД 
НеиДйкке, Ν.Η. В1ооД-Ьгат Ьатег ДукйиисЬои ш рагкткошаи пиДЬгат ш У1уо. Атг №иго1. 57, 176-179, 
2005). Представляется также, что нейровоспаление является непременным явлением у пациентов с РО и 
в экспериментальных моделях РО. Были описаны активация фагоцитов, увеличенный синтез и высвобо­
ждение провоспалительных цитокинов, активация комплемента, активация микроглии и высвобождение 
реактивных видов кислорода (КО8) (АИШот Р.8. Тийаттайои ак а саикаЬуе йас!ог ш !Ье аеЬо1оду ой Рагк- 
шкои'к Дйеаке. Вг. 1. РЬагтасо1. 150, 963-976, 2007).

При эпилепсии исследования показали вовлечение недостаточности функции гематоэнцефаличе­
ского барьера в запуске хронических или острых судорог вследствие определенных взаимодействий ме­
жду обычными белками крови, альбумином и астроцитами. Эти данные свидетельствуют о том, что ост­
рые судороги являются результатом разрушения ВВВ или искусственными, или воспалительными меха­
низмами (ОЬу, Е; е! а1. (2006). "ТЬе В1ооД-Вгат Ватег аиД Ерйерку" (РЭЕ). Ерйерыа 47 (11): 1761-1774).

У пациентов с болезнью Альцгеймера (АО), имеющиеся свидетельства указывают на разрушение 
гематоэнцефалического барьера, что обеспечивает возможность плазме крови, содержащей амилоид бета 
(Ав), поступать в мозг через КАОЕ (рецептор продуктов поздних стадий гликирования), основной 
транспортер входящего тока Ав через ВВВ. Исследования показали, что взаимодействие Ав/КАОЕ при­
водит к трансцитозу циркулирующего Ав через ВВВ в паренхиму мозга и его связыванию с нейронами, 
ΝΕ-кВ-опосредованной активации эндотелия, приводящей к секреции провоспалительных цитокинов, 
экспрессии адгезионных молекул и генерированию эндотелина-1, который подавляет СВЕ (церебраль­
ный кровоток). Кроме того, было показано, что взаимодействие Ав/КАОЕ способствует нейронному 
киллированию путем продукции окислительного повреждения КАОЕ-экспрессирующих нейронов и ак­
тивацией микроглии ^1окоую, ВА. ТЬе В1ооД-Вгаш Ватег ш НеаЪЬ аиД СЬгошс №игоДедеиегаЬуе Ой- 
огДегк. №игои 57, 178-201, 2008). Нарушенный выходящий ток Ав из паренхимы мозга и в микрососуди­
стую систему через ВВВ также был обнаружен в комплексе патогенеза АО и был частично отнесен на 
счет нарушенной функции связанного с рецептором липопротеина низкой плотности белка 1 (ЬКР1). 
ЬКР1 представляет собой альбуминный мембранный белок ВВВ, который связывает и транспортирует 
различные структурные конформеры Ав (Оеаие е! а1., "ЬКР/атуЫД Ье1а-рерйДе ш!егасЬои теД1а!ек Дй- 
йегеийа1 Ьгат еййих ой АЬе!а йойогтк." №игои 43, 333-344, 2004). Воздействие в сдвигает типы экспрес­
сии белков плотных контактов, включая клаудин-5 и ΖО-2, на мозговых микрососудистых эндотелиаль­
ных клетках к цитоплазме (Магсо е! а1., "Ату1оШ р-рерЬДе 1-42 аЬегк ЬдЬ! цтсНои рго!еш ДййШиЬои аиД
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ехрге881оп ίη Ъгаш тюго ус55с1 οηόοίοΐίαΐ се118". №иго8С1. Ьей. 401, 219-224, 2006), и значительно нарушает 
трансэндотелиальное электрическое сопротивление (ТЕЕК) монослоев этих клеток (Соп/а1е/-Уе1а8С|ие/ 
е1 а1., "8о1иЪ1е аддгеда1е8 оГ Ше ату1о1Й-Ъе1а рго1еш 8е1есйуе1у 8Йти1а1е регтеаЪййу ίη йитап Ъгаш т1- 
сгоуа8си1аг епбо1йеПа1 топо1ауег8." 1. ЫеигосЬет. 107, 466-477, 2008).

При боковом амиотрофическом склерозе (АЬ§), исследования свидетельствовали о том, что разру­
шение ВВВ может привести к утечке сывороточных белков, которые взаимодействуют с двигательными 
нейронами для продукции КО8 (реактивных видов кислорода) и инициации аутоиммунной реакции, вы­
зывающей демиелинизацию, прерывание нейронной передачи и гибель клеток. (21око\ас. 2008).

Недавно проведенное исследование свидетельствует о том, что ослабление ВВВ может возникать в 
результате нарушения в эндотелиальных клетках, опосредованного через их рецепторы УЕОР-А. (Агда\у 
АТ е1 а1., "УЕОР-теб1а1еб б18гцрйоп о! епбо1йейа1 ΟΕΝ-5 ргото1е8 Ъ1ооб-Ъгаш Ъатег Ьгеакбо\уп," ΡΝΑδ 
106(6): 1977-1982 (2009)). В соответствии с этим исследованием, УЕОР-А, который происходит из астро­
цитов, нацелен и прерывает экспрессию обоих белков эндотелиального трансмембранного плотного кон­
такта клаудина-5 (ΟΕΝ-5) и окклюдина (ΟΡΟΝ). По мере уменьшения экспрессии и ΟΕΝ-5, и ΟΟΕΝ уве­
личивается разрушение ВВВ.

Как показано в настоящих примерах, другой возможный механизм ослабления ВВВ является ре­
зультатом нарушения эндотелиальных клеток посредством высокоаффинного (1 нМ) рецептора плекси- 
на-В1 в отношении 8ЕМА4Б. Плексин-В1 может быть экспрессирован эндотелиальными клетками. В 
присутствии §ЕМА4-Э, эндотелиальные клетки могут подвергаться трансформации, которая изменяет 
морфологию или функцию эндотелиальных клеток с тем, чтобы вызвать ослабление ВВВ, например, че­
рез модификацию плотных контактов. Это ослабление ВВВ может в свою очередь увеличить проницае­
мость ВВВ для клеток и молекул и обеспечить таким клеткам и молекулам возможность поступления в 
мозг и изменения активности мозга и центральной нервной системы. Следовательно, добавление или 
антитела против §ЕМА4Б, или антитела против плексина-В1 может предотвратить подверженность эн­
дотелиальных клеток к трансформации и снизить ослабление ВВВ.

III. Описание полипептида-мишени
Используемые в настоящем описании термины "семафорин-4Б", "8ЕМА4Б" и "полипептид §Е- 

МА4Б" используются взаимозаменяемо, как и "8ЕМА4Б" и "§ета4Б". В определенных вариантах осу­
ществления 8ЕМА4Б экспрессирован на поверхности клетки или секретируется клеткой. В другом вари­
анте осуществления 8ЕМА4Б связан с мембраной. В другом варианте осуществления 8ЕМА4Б является 
растворимым, например, 88ЕМА4Б. В других вариантах осуществления 8ЕМА4Б может включать пол­
норазмерный 8ЕМА4Б или его фрагмент, или вариантный полипептид §ЕМА4Б, причем фрагмент §Е- 
МА4Б или вариантный полипептид 8ЕМА4Б сохраняет некоторые или все функциональные свойства 
полноразмерного 8ЕМА4Б.

Полноразмерный белок 8ЕМА4Б человека представляет собой гомодимерный трансмембранный 
белок, состоящий из двух полипептидных цепей по 150 кДа. 8ЕМА4Б относится к семейству семафори­
на рецепторов клеточной поверхности и также именуется СБ100. И человеческий, и мышиный §Е- 
МА4О/8ета4Б протеолитически расщепляются из их трансмембранной формы для получения 120-кДа 
растворимых форм, указывающих на существование двух изоформ §ета4Б (Китаподой е1 а1., 1. Се11 δα- 
епсе 116(7) 3464 (2003)). Семафорины включают растворимые и связанные с мембраной белки, которые 
первоначально определялись как факторы аксонного ведения во время развития, играющие важную роль 
в установлении точных соединений между нейронами и их соответствующей мишенью. Структурно счи­
тающиеся семафорином ГУ класса, полноразмерные 8ЕМА4Б включают аминоконцевую сигнальную 
последовательность, за которой следует характерный домен "§ета", содержащий 17 консервативных 
остатков цистеина, Гд-подобный домен, богатый лизином фрагмент секвенирования, гидрофобная транс­
мембранная область и цитоплазматический хвост.

Каждая полипептидная цепь 8ЕМА4Б включает сигнальную последовательность из примерно 13 
аминокислот, за которой следует домен семафорина из примерно 512 аминокислот, подобный иммуног­
лобулину (Гд-подобный) домен из примерно 65 аминокислот, богатый лизином фрагмент секвенирования 
из 104 аминокислот, гидрофобная трансмембранная область из примерно 19 аминокислот и цитоплазма­
тический хвост из 110 аминокислот. Консенсусный сайт для фосфорилирования тирозина в цитоплазма­
тическом хвосте поддерживает прогнозированную связь 8ЕМА4Б с тирозинкиназой (§сЫо88тап, е1 а1., 
Еб8. (1995) Йеисосу1е Туршд У (ОхГогб Ишуегейу Рге88, ОхГогб)).

Известно, что 8ЕМА4Б имеет по меньшей мере два рецептора. Один из рецепторов, плексин-В1, 
экспрессирован в нелимфоидных тканях, и, как было показано, имеет высокоаффинный (1 нМ) рецептор 
к 8ЕМА4Б (Татадпопе е1 а1., Се11 99:71-80 (1999)). Было показано, что вызванная 8ЕМА4Б стимуляция 
передачи сигналов плексина-В1 вызывает коллапс конуса роста нейронов и вызывает коллапс удлинения 
отростка и апоптоз олигодендроцитов (Отаибоп е1 а1., 1 Гттипо1. 72: 1246-1255 (2004); Оиаибоп е1 а1., 
№игоМо1еси1аг Меб. 7:207-216 (2005)). После связывания с §ЕМА4Б, передача сигналов плексина-В1 
опосредует инактивацию К-Ка8, приводя к уменьшению опосредованного интегрином прикрепления к 
внеклеточной матрице, а также к активации КйоА, приводя к реорганизации цитоскелета и клеточной 
миграции. См. Кгидег е1 а1., №11иге Кеу. Мо1. Се11 Вю1. (5:789-800 (2005); Ра81егкатр, ТКЕИБ§ ш Се11 Βί-
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о1оду 75:61-64 (2005)).
В лимфоидных тканях СЭ72 используется в качестве низко аффинного (300 нМ) рецептора 8Ε- 

ΜΆ4Ό (КитаиодоЬ е! а1., 1штит1у 73:621-631 (2000)). В-клетки и АРС экспрессируют СЭ72. и анти- 
СЭ72 антитела оказывают многие из тех же эффектов, что и 88ΕΜΑ4Ό, такие как усиление вызванных 
СЭ40 реакций В клеток и В-клеточный шеддинг СЭ23. Считают, что СЭ72 действует в качестве отрица­
тельного регулятора В-клеточных реакций путем рекрутирования тирозинфосфатазы 8НР-1, которая мо­
жет ассоциироваться со многими ингибиторными рецепторами. Взаимодействие 8ΕΜΑ4Ό с СЭ72 при­
водит к диссоциации 8НР-1 и к потере этого сигнала негативной активации. Было показано, что 8Ε- 
ΜΑ4Ό содействует стимуляции Т-клеток и агрегации и выживания

В клеток ίη уйто. Добавление 8ΕΜΑ4^-экспрессирующих клеток или 88ΕΜΑ4Ό усиливает вызван­
ную СЭ40 пролиферацию В-клеток и продукцию иммуноглобулина ίη уйго и ускоряет реакции антител 
ίη У1уо (Ыийа е! а1., 1п1сг. 1шшипо1. 75: 1027-1034 (2003); Кцшаподой анб Н. Кики!аш, Ттепбк ίη 1шшипо1. 
22:670-676 (2001)). 88ΕΜΑ4Ό усиливает вызванную СЭ40 миграцию ОС, включая стимуляцию костиму- 
ляторных молекул и увеличенную секрецию 1Б-12. Кроме того, 88ΕΜΑ4Ό может ингибировать мигра­
цию иммунных клеток, которая может быть обращена добавлением блокирующего антитела к 8ΕΜΑ4Ό 
(Ε11ι:ιΙχι/ι е! а1., 1. 1шшипо1. 166:4341-4347 (2001); Не1айе е! а1., 1. 1шшипо1. 166:4348-4354 (2001)).

8ета4Э экспрессирован на высоких уровнях в лимфоидных органах, включая селезенку, тимус и 
лимфатические узлы, и в нелимфоидных органах, таких как мозг, сердце и почки. В лимфоидных органах 
8е1па4Э обильно экспрессирован на покоящихся Т-клетках, но лишь слабо экспрессирован на покоящих­
ся В-клетках и антиген-презентируюших клетках (АРС), таких как дендритные клетки (ЮС). Клеточная 
активация увеличивает поверхностную экспрессию 8ΕΜΑ4Ό, также генерирование растворимого 
8ΕΜΑ4Ό (58ΕΜΑ4Ό).

Тип экспрессии 8ΕΜΑ4Ό свидетельствует о том, что он играет важную физиологическую роль, а 
также патологическую роль в иммунной системе. Было показано, что 8ΕΜΑ4Ό способствует активации, 
агрегации и выживанию В-клеток; усиливает вызванную СЭ40 пролиферацию и продукцию антител; 
усиливает реакцию антител на зависимые от Т-клеток антигены; увеличивает пролиферацию Т-клеток; 
усиливают мутацию дендритных клеток и способность стимулировать Т-клетки; и непосредственно во­
влечен в демиелинизацию и аксонную дегенерацию (8Ы е! а1., ΙιηιηιιηίΚ 75:633-642 (2000); Кишааддой е! 
а1., 1 1шшипо1 769: 1175-1181 (2002); и \\а1аиаЬе е! а1., 1 1шшипо1 767:4321-4328 (2001)).

Мыши с нокаутом 8ΕΜΑ4Ό (8ΕΜΑ4Ό-/-) обеспечили дополнительное свидетельство того, что 8Ε- 
ΜΑ4Ό играет важную роль и в гуморальных, и клеточных иммунных ответах. У мышей 8ΕΜΑ4Ό-/- нет 
известных существенных патологических изменений нелимфоидных тканей. Дендритные клетки (ЭС) от 
мышей 8ΕΜΑ4Ό-/- имеют слабую аллостимулирующую способность и проявляют дефекты экспрессии 
костимуляторных молекул, которая может быть восстановлена добавлением 88ΕΜΑ4Ό. У мышей 
(8ΕΜΑ4Ό-/-) с дефицитом 8ΕΜΑ4Ό не может развиться экспериментальный аутоиммунный энцефало­
миелит, вызванный миелиновым олигодендроцитарным гликопротеин-специфическим пептидом, потому 
что миелиновые олигодендроцитарные гликопротеин-специфические Т клетки слабо генерируются в 
отсутствие 8ΕΜΑ4Ό (Кипи-тодой е! а1., 1 1шшипо1 169:1175-1181 (2002)). Значительное количество рас­
творимого 8ΕΜΑ4Ό также выявляется в сыворотке склонных к аутоиммунитету мышей ΜΚΕ/1ρτ (модель 
системных аутоиммунных заболеваний, таких как 8ΕΕ (системная красная волчанка)), но не у нормаль­
ных мышей. Кроме того, уровни 88ΕΜΑ4Ό коррелируются с уровнями аутоантител и увеличиваются с 
возрастом (Аагщ е! а1., В1ооб 97:3498-3504 (2001)). Было также показано, что растворимый 8ΕΜΑ4Ό на­
капливается в спинномозговой жидкости и сыворотке пациентов с демиелинизирующими заболевания­
ми, и 88ΕΜΑ4Ό вызывает апоптоз плюрипотентных нейронных предшественников человека (клетки 
Эеу), и оба ингибируют удлинение отростка и вызывают апоптоз олигодендроцитов крысы ίη уйго (Οί- 
пшйоп е! а1., 1 1шшипо1 772(2): 1246-1255 (2004)). Этот апоптоз блокировался ΜΛ6 к 8ΕΜΑ4Ό.

IV. Антитела к 8ΕΜΑ4Ό
Антитела, которые связывают 8ΕΜΑ4Ό, были описаны в данной области. См., например, опубли­

кованные заявки на патенты США № 2008/0219971 А1, 2010/0285036 А1 и 2006/0233793 А1, заявки на 
Международные патенты \О 93/14125, \О 2008/100995 и \О 2010/129917 и публикацию Него1б е! а1., 
Ιη!. 1шшипо1. 7(1):1-8 (1995), каждая включена в настоящее описание в качестве ссылки в полном объеме.

Настоящая заявка в целом относится к способу уменьшения проницаемости гематоэнцефалического 
барьера у индивида, например, человека-пациента, имеющего нейровоспалительное поражение, напри­
мер, воспалительное поражение ЦНС или нейродегенеративное расстройство, включающему введение 
антитела, которое специфически связывается с 8ΕΜΑ4Ό, или его антиген-связывающий фрагмент, вари­
ант или производное. В определенных вариантах осуществления антитело блокирует взаимодействие 
8ΕΜΑ4Ό с одним или несколькими рецепторами, например, плексином-В1. Антитела к 8ΕΜΑ4Ό, обла­
дающие этими свойствами, могут применяться в способах по настоящему изобретению. Антитела, кото­
рые могут применяться, включают без ограничения ΜΑ6 νΧ15/2503, 67 и 76 и их антигенсвязывающие 
фрагменты, варианты или производные, которые полностью описаны в заявке на патент США № И8 
2010/0285036 А1. Дополнительные антитела, которые могут применяться в способах по настоящему изо­
бретению, включают антитела ΒΌ16 и ВВ18, описанные в заявке на патент США № 2006/0233793 А1, а
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также их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или производные; или любые из МЛЬ 301, МЛЬ 
1893, МАЬ 657, МАЬ 1807, МАЬ 1656, МАЬ 1808, МаЬ 59, МАЬ 2191, МАЬ 2274, МАЬ 2275, МАЬ 2276, 
МАЬ 2277, МАЬ 2278, МАЬ 2279, МАЬ 2280, МАЬ 2281, МАЬ 2282, МАЬ 2283, МАЬ 2284 и МАЬ 2285, а 
также любые их фрагменты, варианты или производные, как описано в заявке на патент США № 
2008/0219971 А1. В определенных вариантах осуществления антитело против 8ЕМА4О для применения 
в способах по изобретению, связывает 8ЕМА4О человека, мыши или и человека, и мыши. Также полез­
ны антитела, которые связываются с таким же эпитопом, как любое из указанных выше антител и/или 
антител, которые конкурентно ингибируют связывание с 8ЕМА4О любого из указанных выше антител.

В определенных вариантах осуществления антитело к 8ЕМА4О или его антигенсвязывающий 
фрагмент, вариант или производное, полезные в способах по изобретению, имеет аминокислотную по­
следовательность, которая имеет идентичность последовательности по меньшей мере примерно 80%, 
примерно 85%, примерно 88%, примерно 89%, примерно 90%, примерно 91%, примерно 92%, примерно 
93%, примерно 94%, или примерно 95% с аминокислотной последовательностью эталонной молекулы 
антитела к 8ЕМА4Э. например, те, которые описаны выше. В еще одном варианте осуществления связы­
вающая молекула разделяет идентичность последовательности по меньшей мере примерно 96%, пример­
но 97%, примерно 98%, примерно 99%, или 100% с эталонным антителом.

В другом варианте осуществления антитело к 8ЕМА4Э или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант, или производное, полезные в способах по изобретению, содержит, по существу состоит или со­
стоит из вариабельного домена тяжелой цепи иммуноглобулина (домена УН), где по меньшей мере одна 
из СОК домена УН имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере примерно на 
80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно на 97%, при­
мерно на 98%, примерно на 99% или идентична СОК1, СОК2 или СОК3 8ЕО ГО N0:9 или 10.

В другом варианте осуществления антитело к 8ЕМА4О или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант или производное, полезное в способах по настоящему изобретению, содержит, по существу состо­
ит из или состоит из вариабельного домена тяжелой цепи иммуноглобулина (домена УН), где по мень­
шей мере одна из СОК домена УН имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 
примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно 
на 97%, примерно на 98%, примерно на 99% или идентична 8Е0 ГО N0:6, 8Е0 ГО N0:7 или 8Е0 ГО 
N0:8.

В другом варианте осуществления антитело к 8ЕМА4О или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант, или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, по существу со­
стоит из или состоит из вариабельного домена тяжелой цепи иммуноглобулина (домена УН), где по 
меньшей мере одна из СОК домена УН имеет аминокислотную последовательность, идентичную, за ис­
ключением 1, 2, 3, 4, или 5 консервативных аминокислотных замещений, 8Е0 ГО N0:6, 8Е0 ГО N0:7 или 
8ЕО ГО N0:8.

В другом варианте осуществления антитело к 8ЕМА4О или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, состоит по сущест­
ву из или состоит из домена УН, который имеет аминокислотную последовательность, которая по мень­
шей мере примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 91%, примерно на 92%, 
примерно на 93%, примерно на 94%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно на 97%, примерно 
на 98%, примерно на 99% или на 100% идентична 8Е0 ГО N0:9 или 8Е0 ГО N0:10, причем, антитело 
против 8ЕМА4О, содержащее кодированный домен УН, специфически, предпочтительно или конку­
рентно связывается с 8ЕМА4О.

В другом варианте осуществления антитело к 8ЕМА4О или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, состоит по сущест­
ву из или состоит из вариабельного домена легкой цепи иммуноглобулина (домена УЬ), где по меньшей 
мере одна из СОК домена УЪ имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 
примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно 
на 97%, примерно на 98%, примерно на 99% или идентична СОК1, СОК2 или СОК3 8Е0 ГО N0:17 или 
18.

В другом варианте осуществления антитело к 8ЕМА4О или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, состоит по сущест­
ву из или состоит из вариабельного домена легкой цепи иммуноглобулина (домена УЬ), где по меньшей 
мере одна из СОК домена УЪ имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 
примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно 
на 97%, примерно на 98%, примерно на 99% или идентична 8Е0 ГО N0:14, 8Е0 ГО N0:15 или 8Е0 ГО 
N0:16.

В другом варианте осуществления антитело к 8ЕМА4О или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант, или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, по существу со­
стоит из или состоит из вариабельного домена легкой цепи иммуноглобулина (домена УЬ), где по мень­
шей мере одна из СОК домена УЬ имеет аминокислотную последовательность, идентичную, за исключе­
нием 1, 2, 3, 4 или 5 консервативных аминокислотных замещений, 8Е0 ГО N0:14, 8Е0 ГО N0:15 или
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81Τ) ΙΌ N0:16.
В другом варианте осуществления антитело к 8ΕΜΑ4Ό или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­

риант или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, состоит по сущест­
ву из или состоит из домена УЬ, который имеет аминокислотную последовательность, которая по мень­
шей мере примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 91%, примерно на 92%, 
примерно на 93%, примерно на 94%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно на 97%, примерно 
на 98%, примерно на 99% или на 100% идентична 8Ε0 ГО N0: 17 или 8Ε0 ГО N0:18, причем, антитело 
против 8ΕΜΑ4Ό, содержащее кодированный домен УЬ, специфически, предпочтительно или конкурент­
но связывается с 8ΕΜΑ4Ό.

В другом варианте осуществления антитело к 8ΕΜΑ4Ό или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, состоит по сущест­
ву из или состоит из вариабельного домена тяжелой цепи иммуноглобулина (домена УН) и вариабельно­
го домена легкой цепи иммуноглобулина (домена УЬ), где по меньшей мере одна из СОК домена УН 
имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, примерно на 
85%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно на 97%, примерно на 98%, на 
99% или полностью идентична ΟΌΚ1, СЭК2 или С.НР3 8Ε0 ГО N0:9 или 10, и по меньшей мере одна 
СОК домена УЬ имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере примерно на 
80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно на 97%, при­
мерно на 98%, примерно на 99% или идентична 0ΌΚ1, СЭК2 или С.НР3 8Ε0 ГО N0:17 или 18.

В другом варианте осуществления антитело к 8ΕΜΑ4Ό или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант, или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, по существу со­
стоит из или состоит из вариабельного домена тяжелой цепи иммуноглобулина (домена УН) и вариа­
бельного домена легкой цепи иммуноглобулина (домена УЬ), где по меньшей мере одна из СОК домена 
УН имеет аминокислотную последовательность, идентичную, за исключением 1, 2, 3, 4 или 5 консерва­
тивных аминокислотных замещений, 8Ε0 ГО N0:6, 8Ε0 ГО N0:7 или 8Ε0 ГО N0:8, и где по меньшей 
мере одна из СОК домена УЬ имеет аминокислотную последовательность, идентичную, за исключением 
1, 2, 3, 4 или 5 консервативных аминокислотных замещений, 8Ε0 ГО N0:14, 8Ε0 ГО N0:15 или 8Ε0 ГО 
N0:16.

В другом варианте осуществления антитело к 8ΕΜΑ4Ό или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант, или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, состоит по суще­
ству из или состоит из домена УН, который имеет аминокислотную последовательность, которая по 
меньшей мере примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 91%, примерно на 
92%, примерно на 93%, примерно на 94%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно на 97%, при­
мерно на 98%, примерно на 99% или на 100% идентична 8Ε0 ГО N0:9 или 8Ε0 ГО N0:10, и домена УЬ, 
который имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере примерно на 80%, при­
мерно на 85%, примерно на 90%, примерно на 91%, примерно на 92%, примерно на 93%, примерно на 
94%, примерно на 95%, примерно на 96%, примерно на 97%, примерно на 98%, примерно на 99% или на 
100% идентична 8Ε0 ГО N0:17 или 8Ε0 ГО N0:18, причем антитело к 8ΕΜΑ4Ό, содержащее кодиро­
ванные домены УН и УЬ, специфически предпочтительно или конкурентно связывается с 8ΕΜΑ4Ό.

В другом варианте осуществления антитело к 8ΕΜΑ4Ό или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант или производное, полезные в способах по настоящему изобретению, содержит, по существу состо­
ит из или состоит из трех 0ΌΚ домена УЬ и трех 0ΌΚ домена УН ΜΛ6 УХ15/2503, 67 или 76, которые 
полностью описаны в заявке на патент США № 2010/0285036 А1. В некоторых вариантах осуществления 
антитело к 8ΕΜΑ4Ό, полезное в способах по настоящему изобретению, содержит ΜΛ6 УХ15/2503 или 
67.

Также включаются для применения в способах по настоящему изобретению полипептиды, коди­
рующие антитела к 8ΕΜΑ4Ό или их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или производные, как 
описано в настоящем изобретении, полинуклеотиды, кодирующие такие полипептиды, векторы, содер­
жащие такие полинуклеотиды, и клетки-хозяева, содержащие такие векторы или полинуклеотиды, все 
для получения антител к 8ΕΜΑ4Ό или их антигенсвязывающих фрагментов, вариантов или производных 
для применения в способах, описанных в настоящей заявке.

Подходящие биологические активные варианты антител к 8ΕΜΑ4Ό по изобретению могут приме­
няться в способах по настоящему изобретению. Такие варианты должны сохранять желаемые свойства 
связывания материнского антитела к 8ΕΜΑ4Ό. Способ получения вариантов антител в целом доступны в 
данной области.

Способы мутагенеза и изменения нуклеотидной последовательности хорошо известны в данной об­
ласти. См., например, публикации \Уа1кег и Оаакйа, еЙ8. (1983) ТссНпкщср, ίη ΜοΙοαιιΙαΓ Вю1оду (ΜαοΜίΙ- 
1ап РиЪйзЫпд Сотрапу, №ν Уотк); Кипке1, Ргос. №л1. Асаб. 8ст И8А 52:488-492 (1985); Кипке1 е! а1., 
ΜеΐЬоάδ Εηζуто1. 754:367-382 (1987); 8атЪтоок е! а1. (1989) Μο^υΗτ С1отп§: ЬаЪота1оту Μаηиа1 (Со1б 
8рппд НагЪог, ΝΥ.); патент США № 4873192; и ссылки, приведенные в них. Руководство в отношении 
соответствующих аминокислотных замещений, которые не воздействуют на биологическую активность 
представляющего интерес полипептида, можно найти в модели Наукой7 е! а1. (1978) в атласе АЙаз оГ Рго-
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1еш Зедиепсе апб §!гис!иге (Ναΐΐ. Вютеб. Кек. Роипб., ХУакНтдЮп. Б.С.). рр. 345-352, полностью вклю­
ченном в настоящее описание путем ссылки. В модели БауйоГГ е! а1. используется матрица аминокислот­
ного подобия (матрица РАМ 250) точковой допускаемой мутации (РАМ) для определения подходящих 
консервативных аминокислотных замещений. Могут быть предпочтительны консервативные замещения, 
такие как обмен одной кислоты на другую, имеющую подобные свойства. Примеры консервативных 
аминокислотных замещений, по данным матрицы РАМ 250 модели БауйоГГ е! а1., включают без ограни­
чения О1у^А1а, Уа1^Пе^Ьеи, Акр^О1и, Ьук^Агд, ΑκηθΟΙη и Рйе^Тгр^Туг.

При конструировании вариантов молекулы, связывающей антитело к 8ЕМА4Б, например, антитела 
или его антигенсвязывающего фрагмента, представляющих интерес полипептидов, вносятся такие моди­
фикации, чтобы варианты продолжали обладать желаемыми свойствами, например, быть способными 
специфически связываться с 8ЕМА4Б, например, 8ЕМА4Б человека, мыши, или и человека, и мыши, 
например, экспрессированным на поверхности клетки, или секретируемым клеткой, и обладающим бло­
кирующей 8ЕМА4Б активностью, как описано в настоящей заявке. Очевидно, что любые мутации, вне­
сенные в ДНК, кодирующую вариантный полипептид, не должны помещать последовательность вне 
рамки считывания и предпочтительно не создавать комплементарные области, которые могут продуци­
ровать вторичную структуру мРНК. См. заявку на Европейский патент № 75444.

Способы измерения специфичности связывания молекулы, связывающей антитело к 8ЕМА4Б, на­
пример, антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, включают без огра­
ничения стандартные анализы конкурентного связывания, анализы для мониторинга секреции иммуног­
лобулина Т-клетками или В-клетками, анализы пролиферации Т-клеток, анализы апоптоза, анализы 
ЕЫ8А и тому подобные. См., например, такие анализы, описанные в документах νθ 93/14125; §Й1 е! а1., 
1ттипйу 13:633-642 (2000); Китаподой е! а1., 1 1ттипо1 169: 1175-1181 (2002); \7а1апаЬе е! а1., 1 1ттипо1 
167:4321-4328 (2001); \\апу е! а1., В1ооб 97:3498-3504 (2001); и Оиаибоп е! а1., 1 1ттипо1 172(2):1246- 
1255 (2004), которые включены в настоящую заявку в качестве ссылки.

При обсуждении в настоящем описании того, является ли полипептид, содержащий описанные в 
настоящей заявке константные области, СБК, домены УН, или домены Уй, по меньшей мере примерно 
на 65%, примерно на 70%, примерно на 75%, примерно на 80%, примерно на 85%, примерно на 90%, 
примерно на 91%, примерно на 92%, примерно на 93%, примерно на 94%, примерно на 95%, примерно 
на 96%, примерно на 97%, примерно на 98%, примерно на 99% или даже примерно на 100% идентичным 
другому полипептиду, % идентичности можно определить, используя способы и компьютерные про- 
граммы/программное обеспечение, известные в данной области, такие как без ограничения программа 
ВЕ8ТРГГ (^1ксоп81п Зедиепсе Апа1у515 Раскаде, Уегкюп 8 Гог Ишх, Оепейск Сотри!ег Огоир, Итуегкйу 
Кекеагсй Рагк, 575 §шепсе Бгке, Маб1коп, \νίκ. 53711). ВЕ8ТРГТ использует местный алгоритм гомоло­
гии по §тйй апб Vа!е^таη (1981) Абу. Арр1. Ма!й. 2:482-489, для обнаружения наилучшего сегмента 
гомологии между двумя последовательностями. При использовании программы ВЕ8ТРГТ или любой 
другой программы совмещения последовательностей для определения того, является ли конкретная по­
следовательность, например, на 95% идентичной эталонной последовательности в соответствии с на­
стоящим изобретением, конечно, устанавливаются такие параметры, чтобы процентный показатель иден­
тичности рассчитывался по полной длине эталонной последовательности полипептида, и что допускают­
ся гэпы в гомологии до 5% общего числа аминокислот в эталонной последовательности.

В целях настоящего изобретения, процент идентичности последовательностей можно определить, 
используя алгоритм поиска гомологии Смита-Уотермана, с использованием поиска аффинного гэпа со 
штрафом 12 за открытый гэп и штрафом 2 за удлинение гэпа, матрицы ВЬОЗИМ 62. Алгоритм поиска 
гомологии Смита-Уотермана обсуждается в публикации §тйй и Vа!е^таη (1981) Абу. Арр1. Ма!й. 2:482­
489. Вариант может, например, отличаться от эталонного антитела к 8ЕМА4Б (например, МАЙ 
УХ15/2503, 67 или 76) всего лишь 1-15 аминокислотными остатками, всего лишь 1-10 аминокислотными 
остатками, например, 6-10, всего лишь 5, всего лишь 4, 3, 2 или даже 1 аминокислотным остатком.

Константная область антитела к 8ЕМА4Б может быть мутирована для изменения эффекторной 
функции рядом путей. Например, см. патент США № 6737056 В1 и заявку на патент США № 
2004/0132101 А1, в которых раскрыты мутации Рс, которые оптимизируют связывание антитела с Рс ре­
цепторами.

В определенных антитела к 8ЕМА4Б или их фрагментах, вариантах или производных, полезных в 
способах по настоящему изобретению, часть Рс может мутироваться для уменьшения эффекторной 
функции с использованием технологий, известных в данной области. Например, делеция или инактива­
ция (посредством точковой мутации или другого средства) домена константной области может снизить 
связывание Рс рецепторами циркулирующего модифицированного антитела, посредством этого увеличи­
вая локализацию опухоли. В других случаях, модификации константной области в соответствии с на­
стоящим изобретением сдерживают связывание комплемента и, таким образом, период полувыведения 
из сыворотки. Еще одни модификации константной области могут использоваться для модификации ди­
сульфидных связей или олигосахаридных составляющих, которые обеспечивают возможность повыше­
ния локализации вследствие увеличенной антигенной специфичности или гибкости антитела. Получен­
ные в результате физиологический профиль, биодоступность и другие биохимические эффекты модифи­
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каций, такие как локализация опухоли, биораспределение и период полувыведения из сыворотки, можно 
легко измерить и количественно определить, используя хорошо известные иммунологические методики 
без ненужного. Антитела к 8ΕΜΑ4Ό для использования в способах по настоящему изобретению вклю­
чают производные, которые модифицированы, например, ковалентным присоединением любого типа 
молекулы к антителу с тем, чтобы ковалентное присоединение не препятствовало специфическому свя­
зыванию антитела к его когнатному эпитопу. Например, но без ограничения, производные антитела 
включают антитела, которые были модифицированы, например, гликозилированием, ацетилированием, 
пегилированием, фосфорилированием, амидированием, дериватизацией известными защитными/блоки- 
рующими группами, протеолитическим расщеплением, связью с клеточным лигандом или другим бел­
ком и т.д. Любые из многочисленных химических модификаций могут проводиться известными методи­
ками, включая без ограничений специфическое химическое расщепление, ацетилирование, формилиро- 
вание и т.д. Кроме того, производное может содержать одну или несколько не классических аминокис­
лот.

"Консервативное аминокислотное замещение" представляет собой такое, при котором аминокис­
лотный остаток замещен аминокислотным остатком, имеющим боковую цепь с подобным зарядом. Се­
мейства аминокислотных остатков, имеющих боковые цепи с одинаковыми зарядами, были определены 
в данной области. Эти семейства включают аминокислоты с основными боковыми цепями (например, 
лизин, аргинин, гистидин), кислотные боковые цепи (например, аспарагиновая кислота, глутаминовая 
кислота), незаряженные боковые цепи (например, глицин, аспарагин, глутамин, серин, треонин, тирозин, 
цистеин), неполярные боковые цепи (например, аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, 
метионин, триптофан), бета-разветвленные боковые цепи (например, треонин, валин, изолейцин) и аро­
матические боковые цепи (например, тирозин, фенилаланин, триптофан, гистидин). Альтернативно, му­
тации могут быть внесены случайно по всей или части кодирующей последовательности, например, на­
сыщающим мутагенезом, и может проводиться скрининг полученных в результате мутантов в отноше­
нии биологической активности для идентификации мутантов, которые сохраняют активность (например, 
способность связывать полипептид антитела к 8ΕΜΑ4Ό, блокировать взаимодействие 8ΕΜΑ4Ό с его 
рецептором или уменьшать проницаемость ВВВ у индивида, например, пациента с нейровоспалитель­
ным расстройством).

Например, можно внести мутации только в каркасные участки или только в области СЭВ молекулы 
антитела. Внесенные мутации могут представлять собой молчащие или нейтральные бессмысленные 
мутации, т.е. не оказывают или оказывают небольшой эффект на способность антитела связывать анти­
ген. Эти типы мутаций могут применяться для оптимизации использования кодона или улучшения про­
дукции антител гибридомы. Альтернативно, не нейтральные бессмысленные мутации могут изменить 
способность антитела связывать антиген. Специалист в данной области способен сконструировать и тес­
тировать мутантные молекулы с желаемыми свойствами, такими как отсутствие изменения связывающей 
антиген активности или изменение активности связывания (например, улучшения связывающей антиген 
активности или изменение специфичности антитела). После мутагенеза, кодированный белок может 
быть обычно экспрессирован, и функциональную и/или биологическую активность кодированного белка 
(например, способность иммуноспецифически связывать по меньшей мере один эпитоп полипептида 
8ΕΜΑ4Ό) можно определить, используя методики, описанные в настоящей заявке, или обычно модифи­
кацией методик, известных в данной области.

В определенных вариантах осуществления антитела к 8ΕΜΑ4Ό для использования в способах по 
настоящему изобретению, содержат по меньшей мере одну оптимизированную определяющую компле­
ментарность область (СЭВ). Под термином "оптимизированная СЭВ" подразумевается, что СЭВ была 
модифицирована и оптимизирована для улучшения аффинности связывания и/или активности против 
8ΕΜΑ4Ό, которая придана антителу к 8ΕΜΑ4Ό, содержащему оптимизированную СЭВ. "Активность 
против 8ΕΜΑ4Ό" или "блокирующая 8ΕΜΑ4Ό активность" могут включать активность, которая моду­
лируют одну или несколько следующих видов активности, связанных с 8ΕΜΑ4Ό: активация агрегация и 
выживание В-клеток; вызванная СЭ40 пролиферация и продукция антител; реакция антител на зависи­
мые от Т-клеток антигены; пролиферация Т-клеток или других иммунных клеток; созревание дендрит­
ных клеток; демиелинирование и аксональная дегенерация; апоптоз плюрипотентных нейронных пред­
шественников и/или олигодендроцитов; индукция миграции эндотелиальных клеток; ингибирование 
спонтанной миграции моноцитов; связывание с плексином-В1 или другим рецептором клеточной по­
верхностью или любая другая активность, связанная с растворимым 8ΕΜΑ4Ό, или 8ΕΜΑ4Ό, который 
экспрессирован на поверхности клеток 8ΕΜΑ4Ό+. Активность против 8ΕΜΑ4Ό можно также отнести на 
счет уменьшения встречаемости или тяжести заболеваний, связанных с экспрессией или сверхэкспресси­
ей 8ΕΜΑ4Ό, включая, без ограничения, нейровоспалительные заболевания, включая воспалительные 
заболевания центральной нервной системы (ЦНС) и периферической нервной системы (ПНС).

Примеры оптимизированных антител на основе ΜΑΗ мыши ΒΌ16 и ВВ18 к 8ΕΜΑ4Ό были описаны 
в опубликованной заявке на патент США № 2008/0219971 А1, в заявке на Международный патент \УО 
93/14125 и в публикации Нето1Д е! а1., Ιη!. 1ттипо1. 7(1):1-8 (1995), каждая из которых полностью вклю­
чена в настоящее описание путем ссылки. Модификации могут вовлекать замещение аминокислотных
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остатков в пределах СЭР. так что антитело к 8ΕΜΑ4Ό сохраняет специфичность в отношении антигена 
8ΕΜΑ4Ό и обладает улучшенной аффинностью связывания и/или повышенной активностью против 
8ΕΜΑ4Ό.

V. Способы лечения с использованием терапевтических антител к 8ΕΜΑ4Ό и к плексину-В 1
Способы по изобретению направлены на применение ингибитора взаимодействия 8ΕΜΑ4Ό с ре­

цептором 8ΕΜΑ4Ό, например, молекул, связывающих антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекул, связывающих ан­
титело к плексину-В 1 или их комбинации, например, антитела, включая его антигенсвязывающие фраг­
менты, варианты и производные, для уменьшения проницаемости гематоэнцефалического барьера у ин­
дивида, имеющего нейровоспалительное расстройство. В определенных вариантах осуществления ней­
ровоспалительное расстройство представляет собой, например, рассеянный склероз, боковой амиотро­
фический склероз, эпилепсию, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, менингит, отек мозга, мозго­
вую травму или инсульт. В определенных вариантах осуществления эндотелиальные клетки экспресси­
руют рецептор 8ΕΜΑ4Ό; и в определенных вариантах осуществления рецептор представляет собой 
плексин-В1. Хотя следующее обсуждение относится к введению антитела к 8ΕΜΑ4Ό, антитела к плек- 
сину-В 1 и их комбинации, способы, описанные в настоящей заявке, также могут применяться для анти- 
генсвязывающих фрагментов, вариантов и производных этих антител к 8ΕΜΑ4Ό или к плексину-В1, 
которые сохраняют желаемые свойства антител к 8ΕΜΑ4Ό или к плексину-В 1 по изобретению, напри­
мер, способных специфически связывать 8ΕΜΑ4Ό, например, 8ΕΜΑ4Ό человека, мыши или человека и 
мыши, обладающий нейтрализующей 8ΕΜΑ4Ό активностью, и/или блокирующий взаимодействие 8Ε- 
ΜΑ-4Ό с его рецептором, например, плексином-В1.

В одном из вариантов осуществления лечение включает нанесение или введение молекулы, связы­
вающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулы, связывающей антитело к плексину-В1, или их комбинации, на­
пример, антитела или его антигенсвязывающего фрагмента, как описано в настоящей заявке, пациенту, 
причем у пациента имеется нейровоспалительное расстройство или риск его развития. В другом варианте 
осуществления лечение также предназначено для включения нанесения или введения фармацевтической 
композиции, содержащей молекулу, связывающую антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулу, связывающую анти­
тело к плексину-В1 или их комбинацию, например, антитела или его антигенсвязывающего фрагмента, 
как описано в настоящей заявке, пациенту, причем у пациента имеется нейровоспалительное заболевание 
или риск его развития. Следует понимать, что вследствие взаимодействия 8ΕΜΑ4Ό с рецептором на эн­
дотелиальных клетках, ожидается, что нанесение или введение молекулы, связывающей антитело к 8Ε- 
ΜΑ4Ό, молекулы, связывающей антитело к плексину-В1 или их комбинации происходит на стороне 
крови гематоэнцефалического барьера. Путем введения молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, 
молекулы, связывающей антитело к плексину-В1, или их комбинации путем, который подвергает их воз­
действию на стороне крови, например, включая без ограничения внутривенное введение, молекула, свя­
зывающая антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекула, связывающая антитело к плексину-В1, или их комбинация 
получат возможность ингибировать взаимодействие 8ΕΜΑ4Ό с рецептором 8ΕΜΑ4Ό. который экспрес­
сируется эндотелиальными клетками.

Молекулы, связывающие антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулы, связывающие антитело к плексину-В1, 
или их комбинация, например, антитело или его антигенсвязывающие фрагменты, как описано в настоя­
щей заявке, полезны для лечения различных нейровоспалительных расстройств. В некоторых вариантах 
осуществления лечение нейровоспалительного расстройства предназначено для включения снижения 
или уменьшения проницаемости ВВВ. В других вариантах осуществления лечение нейровоспалительно­
го расстройства предназначено для включения увеличения сопротивления ВВВ. В других вариантах 
осуществления лечение нейровоспалительного расстройства предназначено для включения увеличения 
числа, плотности и/или концентрации эндотелиальных клеток, присутствующих на ВВВ. В других вари­
антах осуществления лечение нейровоспалительного расстройства предназначено для включения изме­
нения морфологии или функции эндотелиальных клеток или взаимодействий между эндотелиальными 
клетками или астроцитами или между эндотелиальными клетками и астроцитами, которые образуют 
ВВВ.

В одном из вариантов осуществления изобретение относится к применению молекул, связывающих 
антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекул, связывающих антитело к плексину-В 1 или их комбинации, например, ан­
тител или их антигенсвязывающих фрагментов, вариантов или производных, в качестве лекарственного 
препарата, в частности, для применения при лечении или профилактике нейровоспалительных рас­
стройств для ингибирования, снижения, предотвращения или минимизации разрушения в ВВВ или уве­
личения проницаемости ВВВ.

В соответствии со способами по настоящему изобретению по меньшей мере одна молекула, связы­
вающая антитело к 8ΕΜΑ4Ό или молекула, связывающая антитело к плексину-В1, например, антитело 
или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, как определено в других разделах 
настоящего описания, может применяться для содействия положительной терапевтической реакции в 
отношении нейровоспалительного расстройства. Термин «положительная терапевтическая реакция» в 
отношении нейровоспалительного расстройства предназначен для улучшения состояния имеющего забо­
левание пациента в связи с противовоспалительной активностью, противоапоптозной активностью или
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тому подобных свойств этих антител и/или ослабление симптомов, связанных с заболеванием. То есть, 
могут наблюдаться антипролиферативный эффект, предотвращение дальнейшей пролиферации клеток, 
экспрессирующих §ΕΜΆ4Ό, уменьшение воспалительной реакции, включая без ограничения сниженную 
секрецию воспалительных цитокинов, адгезионных молекул, протеаз, иммуноглобулинов (в случаях, 
когда клетка, несущая 8ΕΜΆ4Ό, представляет собой В клетку), их комбинации и тому подобные, повы­
шенную продукцию противовоспалительных белков, уменьшение числа аутореактивных клеток, увели­
чение иммунной толерантности, ингибирование выживания аутореактивных клеток, уменьшение апопто­
за, снижение миграции эндотелиальных клеток, увеличение спонтанной миграции моноцитов, снижение 
и/или уменьшение одного или нескольких симптомов, опосредованных стимуляцией 8§ΕΜΆ4Ό, или экс­
прессирующих 8ΕΜΆ4Ό клеток. Такие положительные терапевтические реакции не ограничиваются 
путем введения и могут включать введение донору, в донорскую ткань (такое как, например, перфузия 
органа), хозяину, любую их комбинацию и тому подобные. В частности, способы по настоящему изобре­
тению направлены на ингибирование, предотвращение, снижение, облегчение или уменьшение развития 
нейровоспалительного расстройства у пациента. Таким образом, например, улучшение состояние паци­
ента, страдающего заболеванием, может характеризоваться как отсутствие клинически наблюдаемых 
симптомов, уменьшение проницаемости ВВВ, увеличение числа, плотности или концентрации эндотели­
альных клеток, присутствующих на ВВВ, изменение морфологии и функции эндотелиальных клеток или 
изменение взаимодействий между эндотелиальными клетками и перицитами или астроцитами или между 
эндотелиальными клетками, перицитами и астроцитами, которые образуют ВВВ.

Изменения проницаемости ВВВ можно измерить, используя модели ίη νίίτο. В определенных вари­
антах осуществления можно использовать динамическую модель ίη νίίτο И1У-ВВВ. Сиси11о е! а1. пред­
ставили модель И1У-ВВВ, составленную из микрососудистых эндотелиальных клеток мозга здорового 
взрослого человека и астроцитов взрослого человека для исследования того, как гемодинамические из­
менения и системное воспаление воздействуют на целостность микрососудистой системы мозга. В част­
ности, в этой модели используется кассета или полая трубка для представления гематоэнцефалического 
барьера, причем внутренняя поверхность кассеты представляет сторону крови гематоэнцефалического 
барьера, а наружная поверхность кассеты представляет сторону мозга гематоэнцефалического барьера. 
Внутренняя поверхность кассеты выстлана микрососудистыми эндотелиальными клетками мозга здоро­
вого взрослого человека, а наружная поверхность выстлана астроцитами взрослого человека. По мере 
того как модифицирующий гематоэнцефалический барьер, такой как §ΕΜΆ4Ό, вводится в просвет кас­
сеты, электрический ток между внутренним пространством и наружной поверхностью трубки контроли­
руется с использованием описанного ниже измерения трансэндотелиального электрического сопротив­
ления. Один из вариантов осуществления этой модели характеризуется новизной наличия транскапил­
лярных микроотверстий для обеспечения возможности трансэндотелиального прохождения клеток меж­
ду сосудистым и паренхимальным компартментом. Подробное описание используемой модели И1У-ВВВ 
ίη νίίτο и получение и культивирование микрососудистых эндотелиальных клеток и взрослых астроцитов 
человека можно найти, например, в публикациях Сиси11о е! а1., Вташ Кекеатсй. 951 243-254 (2002) и Си- 
си11о е! а1., 1оита1 о£ СетеЬта1 В1ооб Пои & Μе!аЬο1^8т. 2:767-77 (2011). Следует понимать, что специа­
листам в данной области известно, что другие модели ВВВ были описаны и с пользой применяются для 
исследований роли ВВВ при патологии в уровне техники, и что настоящее описание не должно ограни­
чиваться никакой определенной моделью.

Проницаемость ВВВ можно контролировать, используя измерение трансэндотелиального электри­
ческого сопротивления (ΤΕΕΚ). ΤΕΕΚ используется для мониторинга целостности ВВВ в реальном мас­
штабе времени, которая, как было показано, коррелируется с проницаемостью ВВВ. Система ΤΕΕΚ ис­
пользует электронное уплотнение для измерения множества кассет подряд и быстрой и надежной оценки 
целостности и жизнеспособности бислоев тканевой культуры (Сиси11о е! а1., 2002; Сиси11о е! а1., 2010; 
8айадшба е! а1., 2006). При работе, система подает возбуждающее напряжение (0,06 В) через возбуж­
дающие электроды, вставленные в каждую кассету, в просветный и внепросветный отсеки. Микрокон­
троллер рассчитывает удельное электрическое сопротивление и электрическую емкость (на см2) барьера 
по физическим параметрам. Величины электрической емкости рассчитываются сравнением формы волн 
напряжения и тока. Задержка от пика до пика двух сигналов пропорциональна величине электрической 
емкости, которая выражена в виде дугового напряжения. ΤΕΕΚ можно измерять от начальной установки 
в течение всего хода каждого эксперимента.

Молекулы, связывающие антитела к §ΕΜΆ4Ό, молекулы, связывающие антитела к плексину-В1, 
или их комбинация, например, антитела или их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или произ­
водные, могут применяться в комбинации по меньшей мере с одним или несколькими другими средст­
вами лечения по поводу нейровоспалительных расстройств; где дополнительное терапевтическое средст­
во вводится до, во время или после молекулы, связывающей антитело к §ΕΜΆ4Ό, молекулы, связываю­
щей антитело к плексину-В1, или их комбинации, например, терапия антителом или его антигенсвязы- 
вающим фрагментом, вариантом или производным. Таким образом, когда комбинированные способы 
лечения включают введение молекулы, связывающей антитело к §ΕΜΆ4Ό, молекулы, связывающей ан­
титело к плексину-В1, или их комбинации, например, антитела или его антигенсвязывающего фрагмента,
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варианта или производного, в комбинации с введением другого терапевтического средства, то способы 
по изобретению включают совместное введение с использованием отдельных препаративных форм или 
одной фармацевтической препаративной формы с одновременным или последовательным введением в 
любом порядке.

VI. Фармацевтические композиции и способы введения
Способы получения и введения молекул, связывающих антитело к 8ΕΜΆ4Ό, молекул, связываю­

щих антитело к плексину-В1, или их комбинации, например, антитела или его антигенсвязывающих 
фрагментов, вариантов или производных нуждающемуся в этом индивиду, хорошо известны или могут 
быть легко определены специалистами в данной области. Путь введения молекул, связывающих антите­
ло к 8ΕΜΆ4Ό, молекул, связывающих антитело к плексину-В1, или их комбинации, например, антитела 
или его антигенсвязывающих фрагментов, вариантов или производных, может быть, например, перо­
ральным, парентеральным, путем ингаляции или местным. Используемый в настоящей заявке термин 
"парентеральное" включает, например, внутривенное, внутриартериальное, внутрибрюшинное, внутри­
мышечное, подкожное, ректальное или вагинальное введение. Хотя ясно, что все эти формы введения 
предусмотрены как входящие в объем изобретения, примером формы для введения был бы раствор для 
инъекций, в частности, для внутривенной или внутриартериальной инъекции или закапывания. Подхо­
дящая фармацевтическая композиция для инъекции может содержать буфер (например, ацетатный, фос­
фатный или цитратный буфер), поверхностно-активное вещество (например, полисорбат), необязательно, 
стабилизирующее средство (например, альбумин человека) и т.п. Однако в других способах, совмести­
мых с положениями настоящего изобретения, молекулы, связывающие антитело к 8ΕΜΆ4Ό, молекулы, 
связывающие антитело к плексину-В1, или их комбинация, например, антитела, или их антигенсвязы- 
вающие фрагменты, варианты или производные, могут доставляться непосредственно в участок нежела­
тельной клеточной популяции, посредством этого увеличивая воздействие терапевтического средства на 
пораженную ткань.

Как обсуждается в настоящем описании, молекулы, связывающие антитело к 8ΕΜΆ4Ό, молекулы, 
связывающие антитело к плексину-В1, или их комбинация, например, антитела или их антигенсвязы- 
вающие фрагменты, варианты или производные, могут вводиться в фармацевтически эффективном ко­
личестве для лечения ίη νίνο нейровоспалительных расстройств. В этом отношении, следует понимать, 
что описанные связывающие молекулы могут быть включены в состав с тем, чтобы облегчить введение и 
содействовать устойчивости активного средства. В определенных вариантах осуществления фармацев­
тические композиции в соответствии с настоящим изобретением содержат фармацевтически приемле­
мый, нетоксичный, стерильный носитель, такой как физиологический солевой раствор, нетоксичные бу­
феры, консерванты и тому подобные. В целях настоящей заявки, фармацевтически эффективное количе­
ство молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΆ4Ό, молекулы, связывающей антитело к плексину-В1, 
или их комбинации, например, антитела или его антигенсвязывающего фрагмента, варианта или произ­
водного, следует понимать как обозначающее количество, достаточное для достижения эффективного 
связывания с мишенью для достижения благоприятного эффекта, например, для уменьшения проницае­
мости ВВВ у пациента с нейровоспалительным расстройством.

Фармацевтические композиции, применяемые в настоящем изобретении, содержат фармацевтиче­
ски приемлемые носители, включающие, например, ионообменные материалы, глинозем, стеарат алю­
миния, лецитин, сывороточные белки, такие как сывороточный альбумин человека, буферные вещества, 
такие как фосфаты, глицин, сорбиновая кислота, сорбат калия, частичные глицеридные смеси насыщен­
ных растительных жирных кислот, вода, соли или электролиты, такие как протамина сульфат, динатрия 
гидрофосфат, гидрофосфат калия, хлорид натрия, соли цинка, коллоидный диоксид кремния, трисиликат 
магния, поливинилпирролдион, вещества на основе целлюлозы, полиэтиленгликоль, натрия карбоксиме­
тилцеллюлоза, полиакрилаты, воски, блокполимеры полиэтилена и полиоксипропилена, полиэтиленгли­
коль и ланолин.

Препараты для парентерального введения включают стерильные водные или неводные растворы, 
суспензии и эмульсии. Примерами неводных растворителей являются пропиленгликоль, полиэтиленгли­
коль, растительные масла, такие как оливковое масло, и инъецируемые органические сложные эфиры, 
такие как этилолеат. Водные носители включают, например, воду, спиртовые/водные растворы, эмуль­
сии или суспензии, включая солевые и забуференные среды. В обсуждаемом изобретении, фармацевти­
чески приемлемые носители включают без ограничения 0,01-0,1М и предпочтительно 0,05М фосфатного 
буфера или 0,8% солевого раствора. Другие обычные парентеральные носители включают растворы 
фосфата натрия, декстрозу Рингера, декстрозу и хлорид натрия, раствор Рингера лактата или фиксиро­
ванные масла. Внутривенные носители включают средства, восполняющие запасы жидкости и питатель­
ных веществ, средства, восполняющие запасы электролитов, такие как средства на основе дектрозы Рин­
гера, и тому подобные. Могут также присутствовать консерванты и другие добавки, такие как, например, 
противомикробные средства, антиоксиданты, хелатообразующие агенты и инертные газы и тому подоб­
ные.

Конкретно, фармацевтические композиции, подходящие для инъекционного применения, включают 
стерильные водные растворы (при растворимости в воде) или дисперсии и стерильные порошки для по­
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лучения непосредственно перед введением стерильных растворов или суспензий для инъекций. В таких 
случаях композиция должна быть стерильной и должна быть текучей в такой степени, чтобы обеспечи­
валась возможность легкого введения через шприц. Она должна быть устойчивой в условиях получения 
и хранения и предпочтительно защищена против загрязняющего действия микроорганизмов, таких как 
бактерии и грибы. Носитель может представлять собой растворитель или дисперсионную среду, содер­
жащую, например, воду, этанол, полиол (например, глицерин, пропиленгликоль и жидкий полиэтиленг­
ликоль, и тому подобные), и их пригодные смеси. Должную текучесть можно поддерживать, например, 
использованием покрытия, такого как лецитин, поддержанием требуемого размера частиц в случае дис­
персии и путем использования поверхностно-активных веществ. Пригодные препаративные формы для 
применения в способах лечения по настоящему изобретению, описаны в руководстве КетшдХоп'к РЬаг- 
тасеиЦса1 δ<^η<χ5 (Μ;·ια1< РиЪШЫпд Со.) 161Н ей. (1980).

Предотвращение действия микроорганизмов может быть достигнуто различными антибактериаль­
ными и противогрибковыми средствами, например, парабенами, хлорбутанолом, фенолом, аскорбиновой 
кислотой, тимеросалом и тому подобными. Во многих случаях предпочтительно включение в компози­
цию изотонических агентов, например, Сахаров, полиспиртов, таких как маннит, сорбит или хлорид на­
трия. Продолжительное всасывание инъецируемых композиций может осуществляться включением в 
композицию агента, который задерживает всасывание, например, моностеарата алюминия и желатина.

В любом случае, стерильные инъецируемые растворы могут быть получены включением активного 
соединения (например, антитела к δΕΜΑ4Ό или его антигенсвязывающего фрагмента, варианта или 
производного отдельно или в комбинации с другими активными средствами) в требуемом количестве в 
соответствующем растворителе при необходимости с одним или комбинацией перечисленных в настоя­
щей заявке ингредиентов, с последующей фильтрационной стерилизацией. В целом, дисперсии получают 
включением активного соединения а стерильный носитель, который содержит основную дисперсионную 
среду и требуемые другие ингредиенты из тех, которые перечислены выше. В случае стерильных порош­
ков для получения стерильных растворов для инъекций, предпочтительными способами получения яв­
ляются вакуумная сушка и сублимация, которая обеспечивает выход порошка активного ингредиента 
плюс любой дополнительный желательный ингредиент из его предварительно подвергнутого стерилиза­
ционной фильтрации раствора. Препараты для инъекций обрабатывают, заполняют в контейнеры, такие 
как ампулы, мешочки, флаконы, шприцы или склянки, и герметично укупоривают в асептических усло­
виях в соответствии со способами, известными в данной области. Кроме того, препараты могут упаковы­
ваться и продаваться в виде набора. Такие изделия могут иметь этикетки или упаковочные вкладыши, 
указывающие на то, что связанные композиции полезны для лечения индивида, страдающего или пред­
расположенного к развитию заболевания или расстройства.

Парентеральные препаративные формы могут представлять собой одну болюсную дозу, инфузион­
ную или ударную болюсную дозу с последующей поддерживающей дозой. Эти композиции можно вво­
дить через определенные фиксированные или меняющиеся интервалы, например, один раз в день или на 
основе принципа "по необходимости".

Определенные фармацевтические композиции, применяемые в настоящем изобретении, можно вво­
дить перорально в приемлемой лекарственной форме, включающей, например, капсулы, таблетки, вод­
ные суспензии или растворы. Определенные фармацевтические композиции можно также вводить на­
зальным аэрозолем или ингаляцией. Такие композиции могут быть получены в виде солевых растворов с 
использованием бензилового спирта или других подходящих консервантов, стимуляторов всасывания 
для усиления биодоступности и/или других обычных солюбилизирующих или диспергирующих средств.

Количество молекулы, связывающей антитело к δΕΜΑ4Ό, молекулы, связывающей антитело к 
плексину-В1, или их комбинации, например, антитела или его фрагмента, варианта или производного, 
подлежащее объединению с материалами носителя, для получения одной лекарственной формы, варьи­
руется в зависимости от получающего лечение хозяина и конкретного пути введения. Композицию мож­
но вводить в виде одной дозы, множественных доз или в течение установленного периода времени при 
инфузии. Схемы введения можно также подобрать для обеспечения оптимального желаемого ответа (на­
пример, терапевтического или профилактического ответа).

В соответствии с объемом настоящего описания, антитела к δΕΜΑ4Ό или их антигенсвязывающие 
фрагменты, варианты или производные можно вводить человеку или другому животному в соответствии 
с указанными выше способами лечения в количестве, достаточном для получения терапевтического эф­
фекта. Антитела к δΕΜΑ4Ό или их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или производные можно 
вводить такому человеку или другому животному в обычной лекарственной форме, полученной объеди­
нением антителом по изобретению с обычным фармацевтически приемлемым носителем или разбавите­
лем в соответствии с известными методами. Специалисту в данной области понятно, что форма и харак­
тер фармацевтически приемлемого носителя или разбавителя определяется количеством активного ин­
гредиента, с которым его предстоит объединить, пути введения и других хорошо известных переменных 
факторов. Специалистам в данной области, кроме того, понятно, что можно использовать смесь, вклю­
чающую один или несколько видов молекул, связывающих антитело к δΕΜΑ4Ό, молекул, связывающих 
антитело к плексину-В1, или их комбинации, например, антител, или их антигенсвязывающих фрагмен-
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тов, вариантов или производных по изобретению.
Под термином "терапевтически эффективная доза или количество" или "эффективное количество" 

подразумевается количество молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулы, связывающей ан­
титело к плексину-В1, или их комбинации, например, антитела или его антигенсвязывающего фрагмента, 
варианта или производного, которое при введении обеспечивает положительный терапевтический ответ 
в отношении лечения пациента с подлежащим лечению заболеванием, например, уменьшение проницае­
мости ВВВ, увеличение электрического сопротивления ВВВ, увеличение числа, плотности или концен­
трации эндотелиальных клеток, присутствующих на ВВВ, изменение морфологии или функции эндоте­
лиальных клеток или изменение взаимодействий между эндотелиальными клетками или астроцитами 
или между эндотелиальными клетками и астроцитами, которые образуют ВВВ.

Терапевтически эффективные дозы композиций по настоящему изобретению для уменьшения про­
ницаемости ВВВ варьируются в зависимости от многих различных факторов, включая средство введе­
ния, мишеневый участок, физиологическое состояние пациента, то, является ли пациент человеком или 
животным, других вводимых медикаментозных средств и того, является ли лечение профилактическим 
или терапевтическим. В определенных вариантах осуществления пациент представляет собой человека, 
но, кроме человека, можно также лечить других млекопитающих, включая трансгенных млекопитающих. 
Дозировки для лечения можно титровать, используя обычные способы, известные специалистам в дан­
ной области, для оптимизации безопасности и эффективности.

Количество по меньшей мере одной молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулы, свя­
зывающей антитело к плексину-В1, или их комбинации, например, антитела или его антигенсвязываю- 
щего фрагмента, варианта или производного, подлежащее введению, легко определяется средним спе­
циалистом в данной области без ненужного экспериментирования, принимая во внимание описание на­
стоящего изобретения. Факторы, влияющие на путь введения и соответствующее количество по меньшей 
мере одной молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулы, связывающей антитело к плексину- 
В1, или их комбинации, например, антитела, его антигенсвязывающего фрагмента, варианта или произ­
водного, включают без ограничения тяжесть заболевания, анамнез заболевания, и возраст, рост, массу 
тела, состояние здоровья и физическое состояние индивида, подвергающегося лечению. Аналогичным 
образом, количество молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулы, связывающей антитело к 
плексину-В1, или их комбинации, например, антитела или его фрагмента, варианта или производного, 
подлежащее введению, зависит от пути введения и от того, будет ли индивид подвергнут лечению одной 
дозой или множеством доз данного средства.

Изобретение также относится к применению молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, моле­
кулы, связывающей антитело к плексину-В1, или их комбинации, например, антитела по изобретению, 
или его антигенсвязывающего фрагмента, варианта или производного, при получении лекарственного 
препарата для лечения индивида по поводу нейровоспалительного расстройства, причем лекарственный 
препарат применяется у индивида, который предварительно получал по меньшей мере одно другое лече­
ние. Под термином "предварительно получал лечение" или "предварительное лечение" подразумевается, 
что индивид получал одно или несколько других видов лечения (например, получал по меньшей мере 
одно другое лечение по поводу нейровоспалительного расстройства) перед получением лекарственного 
препарата, содержащего молекулу, связывающую антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулу, связывающую антите­
ло к плексину-В1, или их комбинацию, например, антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, ва­
риант или производное. Термины "предварительно получал лечение" или "предварительное лечение" 
включают индивидов, которые получали лечение по меньшей мере одним другим средством в пределах 2 
лет, в пределах 18 месяцев, в пределах 1 года, в пределах 6 месяцев, в пределах 2 месяцев, в пределах 6 
недель, в пределах 1 месяца, в пределах 4 недель, в пределах 3 недель, в пределах 2 недель, в пределах 1 
недели, в пределах 6 дней, в пределах 5 дней, в пределах 4 дней, в пределах 3 дней, в пределах 2 дней 
или даже в пределах 1 дня перед началом лечения лекарственным препаратом, содержащим молекулу, 
связывающую антитело к 8ΕΜΑ4Ό, например, описанное в настоящей заявке моноклональное антитело 
УХ15/2503 или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное. Необязательно, чтобы ин­
дивид отвечал на предварительное лечение предыдущим терапевтическим средством или средствами. 
Таким образом, индивид, который получает лекарственный препарат, содержащий молекулу, связываю­
щую антитело к 8ΕΜΑ4Ό, молекулу, связывающую антитело к плексину-В1, или их комбинацию, на­
пример, антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, мог бы отвечать или 
не отвечать на предварительное лечение предыдущим терапевтическим средством, или на один или не­
сколько курсов предварительного лечения, где предварительное лечение включает множество терапев­
тических средств.

Пока нет других указаний, при осуществлении настоящего изобретения можно использовать обыч­
ные методы клеточной биологии, культивирования клеток, молекулярной биологии, трансгенной биоло­
гии, микробиологии, рекомбинантной ДНК и иммунологии, которые приняты в данной области. Такие 
методы полностью описаны в литературе. См., например, 8атЪгоок е1 а1., еб. (1989) Μо1еси1а^ С1ошп§ Α 
ЬаЪогаФгу Μаηиа1 (2пб еб.; Со1б Зрппд НагЬог ЬаЪогаФгу Рге§8); 8атЪгоок е1 а1., еб. (1992) Μо1еси1а^ 
С1оп1пд: Α ЬаЪогаФгу Μаηиа1, (Со1б Зргшдз НагЪог ЬаЪогаФгу, ΝΥ); Ό. N. О1оуег еб., (1985) ΌΝΑ С1оп1пд,
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Уо1ите8 I и II; Сак, еб. (1984) Окдопискойбе 8уп!ке818; Μιι11ί8 е! а1. патент США № 4683195; Нате8 апб 
Шддпъ, еб8. (1984) №с1ек Лс1б НуЬпб1/акоп; Нате8 апб Шддш8, еб8. (1984) Тгап8спр1юп Αη6 Тгап81а- 
йоп; Рге8кпеу (1987) Си1!иге ОГ Лшта1 Се118 (Л1ап К. Ь188, 1пс.); ПптоЫП/еб Се118 Лпб Εηζутеδ (1КЬ 
Рге88) (1986); РегЬа1 (1984) Α Ргасйса1 Сшбе То Μо1еси1а^ С1отпд; Ше 1теаЙ8е, Μе!кобδ 1п Εηζуто1оду 
^сабетк Рге88, 1пс., Ν.Υ.); ΜΠ1ογ апб Са1о8 еб8. (1987) Сепе Тгап8Гег Уес1ог8 Рог 1^111111^1^111 Се118, (Со1б 
8ргтд НагЬог ЬаЬогакгу); \Уи е! а1., еб8., Μеίкобδ 1п Вп/утокду, Уо18. 154 и 155; Μι\όγ апб Уа1кег, еб8. 
(1987) 1ттипоскетка1 Μе!кобδ 1п Се11 Α^ Μо1еси1а^ Вк1оду (^сабетк Рге88, Ьопбоп); \Уек апб В1аск- 
уе11, еб8., (1986) НапбЬоок ОГ Бхре1ттеп1а1 1ттипо1оду, Уо1ите8 1-1У; Μаη^ри1аί^ηд !ке Μоиδе БтЬгуо, 
Со1б 8ргтд НагЬог ЬаЬогакгу Рге88, Со1б 8ргтд НагЬог, Ν.Υ., (1986); и в Απ8π^1 е! а1. (1989) Ситгеп! Рго- 
!осо18 т Μо1еси1а^ Вк1оду (бокп \УПеу апб 8оп8, ВаШтоге, Μ6.).

Общие принципы конструирования антител изложены в руководстве ВоггеЬаеск, еб. (1995) Лηι^- 
Ьобу Бпдшеегтд (2пб еб.; ОхГогб Иту. Рге88). Общие принципы конструирования белков изложены в 
руководстве Кккуооб е! а1., еб8. (1995) Рго!еш Бпдшеегтд, Α Ргасбса1 Лрр^оаск (1КЬ Рге88 а! ОхГогб 
Шу. Рге88, ОхГогб, кпд.). Общие принципы связывания антител и антитела-гаптена изложены в руково­
дствах: №8опоГГ (1984) Μо1еси1а^ 1ттипо1оду (2пб еб.; Шпаиег Αδδос^а!еδ, 8ипбег1апб, Μι88.); и §!еуагб 
(1984) Лηι^Ьоб^еδ. Ткеи §!гис!иге апб Рипсйоп (Скартап апб На11, №\у Υо^к. Ν.Υ.). Кроме того, в целом 
соблюдаются стандартные способы, принятые в иммунологии, которые известны в данной области, и 
конкретно не описаны в настоящей заявке, такие как изложенные в руководствах Ситгеп! Рго!осо18 ш 1т- 
типо1оду, 1окп \УПеу & 5>оп8, №у Υо^к; §!ке8 е! а1., еб8. (1994) Ва8к апб Скпка1 1ттипо1оду (8!к еб; 
Αрр1е!оη & Ьапде, №г\уа1к, Сопп.) и Μΐ8ΐκ11 апб 8кид1 (еб8) (1980) §е1ес!еб Μе!кобδ ш Се11и1аг 1ттипо1- 
оду (У.Н. Ргеетап и Со., ΝΥ).

Стандартные эталонные работы, в которых изложены общие принципы иммунологии, включают 
руководства Ситгеп! Рго!осо18 ш 1ттипо1оду, 1окп ХУПеу & 5>оп8, №\у Υо^к; К1еш (1982) I., 1ттипо1оду: 
Тке 8скпсе оГ 5е1Г-№п8е1Г О18сптта1кп (1окп ХУПеу & 5>оп8, ΝΥ); Кеппе!! е! а1., еб8. (1980) Μоηос1оηа1 
Лη!^Ьоб^еδ, НуЬпбота: Α №\у Эшешкп ш Вк1одка1 Αηа1уδеδ (Р1епит Рге88, ΝΥ); СатрЬе11 (1984) 
"Μоηос1оηа1 Αη!^Ьобу Тескпо1оду" ш ЬаЬогакгу Тескп1цие8 ш Вкскет!8!гу апб Μо1еси1а^ Вк1оду, еб. 
Вигбеп е! а1., (Б18еуеге, Αι8^6ιι); Со1б8Ьу е! а1., еб8. (2000) КиЬу 1ттиппо1оду (4!к еб.; Н. Ргеетапб & 
Со.); Кок! е! а1. (2001) 1ттипо1оду (6!к еб.; Ьопбоп: ΜоδЬу); ΑЬЬаδ е! а1. (2005) Се11и1аг апб Μо1еси1а^ 1т- 
типо1оду (5!к еб.; Бкеукг Неа1!к §скпсе8 Э1У18кп); Коп!егтапп апб ЭиЬе1 (2001) Αη!^Ьобу Бпдшеегтд 
(8ргтдег Уег1ап); §атЬгоок апб Ки88е11 (2001) Μо1еси1а^ С1отпд: Α ЬаЬогакгу Μаηиа1 (Со1б 8ргтд НагЬог 
Рге88); Ьеуш (2003) Сепе8 УШ (Ргепйсе На112003); Наг1о\у апб Ьапе (1988) Αη!^Ьоб^еδ: Α ЬаЬогакгу Μιπ- 
иа1 (Со1б 8ргтд НагЬог Рге88); ЭкПспкаск и Эуек81ег (2003) РСК Рйтег (Со1б 8ргтд НагЬог Рге88).

Все приведенные выше источники, а также все ссылки, приведенные в настоящем описании, вклю­
чены в настоящее описание в качестве ссылки в полном объеме.

Следующие примеры представлены в качестве иллюстрации, а не в виде ограничения.
Примеры

Следующие примеры демонстрируют эффективность антитела к 8ΕΜΑ4Ό (УХ15/2503) при умень­
шении или предотвращении разрушения ВВВ, т.е. уменьшении проницаемости ВВВ на модели Э1У-ВВВ 
ш У1!то, а также на модели ЕАЕ ш У1уо. Эксперимент на модели болезни Альцгеймера ш У1уо также опи­
сан в настоящей заявке. Подробное описание модели Э1У-ВВВ ш укто можно найти, например, в публи­
кациях Сиси11о е! а1., Вташ Ке8еагск. 951 243-254 (2002); и Сиси11о е! а1., 1оитпа1 оГ СегеЬга1 В1ооб Р1оу & 
Μе!аЬо1^δт. 1-11 (2010). Модели ЕАЕ и болезни Альцгеймера ш У1уо описаны, например, в публикациях 
ΜΠΕγ е! а1., Сигг Рго!ос 1ттипо1. СНЛРТΕК: Ипк-15.1, 2007; Со1!оп е! а1., I Л1ζке^те^'δ Όί8 15:571-587, 
2008 и ХУПсоск е! а1., I. №иго8скпсе, 29:7957-7965, 2009 соответственно.

Пример 1. Испытание способности молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, например, анти­
тело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, например, УХ15/2503, восста­
навливать целостность ВВВ после вызванного 8ΕΜΑ4Ό разрушения ВВВ на модели Э1У-ВВВ ш укго

Структура эксперимента. Динамическую модель ВВВ ш укто ("И1У-ВВВ") использовали для иссле­
дования воздействия рекомбинантного 8ΕΜΑ4Ό человека (ΕυδΕΜΑ4Ό-6ί8) и УХ15/2503 (подробно опи­
санных в заявке на патент США № 2010/0285036 А1, полностью включенной в настоящее описание пу­
тем ссылки) на целостность ВВВ. Две кассеты Э1У-ВВВ испытывали на данной модели. Основная струк­
тура эксперимента показана на фиг. 1. Повышенные концентрации рекомбинантного 8ΕΜΑ4Ό (г§Б- 
ΜΑ4Ό) добавляли в просвет через 12-часовые интервалы, предоставляя возможность уравновешивания 
(приблизительно 12 ч/концентрацию). τδΕΜΑ4Ό первоначально добавляли в просвет в концентрации 
0,05 мкг/мл во время 0. Концентрацию τδΕΜΑ4Ό увеличивали в 10 раз через каждый интервал, напри­
мер, 0,5 мкг/мл через 12 ч, 5 мкг/мл через 24 ч и 50 мкг/мл через 36 ч. Измерения ТΕΕК производили ме­
жду каждым интервалом как отражение изменений проницаемости ВВВ при варьирующихся концентра­
циях τδΕΜΑ4Ό. После добавления конечной дозы τδΕΜΑ4Ό в концентрации 50 мкг/мл через 36 ч, 
УХ15/2503 добавляли в просвет в концентрации 250 мкг/мл через 48 ч. Через 72 ч, т.е. через 24 ч после 
добавления УХ15/2503, снова измеряли проницаемость ВВВ.

Измерение трансэндотелиального электрического сопротивления (ΥΕΕΚ) использовали для мони­
торинга целостности ВВВ в реальном масштабе времени. Как указано выше, в системе ТББК использу­
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ется электронное уплотнение для измерения множества кассет подряд и быстрой и надежной оценки це­
лостности и жизнеспособности бислоев культуры ткани (СисЫЕ е1 а1., 2002; Зайадшба е1 а1., 2006). На 
этой динамической модели ίη νίίτο кассеты или полые трубки были установлены для представления ге­
матоэнцефалического барьера, причем внутренняя часть кассеты представляет кровяную сторону гема­
тоэнцефалического барьера, а наружная часть кассеты представляет мозговую сторону гематоэнцефали­
ческого барьера. Внутренняя поверхность кассеты была выстлана эндотелиальными клетками микросо­
судов мозга взрослого человека, а наружная поверхность была выстлана астроцитами взрослого челове­
ка. По мере того как агент, модифицирующий гематоэнцефалический барьер, такой как 8ΕΜΑ4Ό, вноси­
ли в просвет кассеты, производили мониторинг электрического тока между внутренней и наружной по­
верхностями трубки, используя ΤΕΕΚ. При работе, система ΤΕΕΚ подает возбуждающее напряжение 
(0,06 В) через возбуждающие электроды, вставленные в каждую кассету, в просветный и внепросветный 
отсеки. Микроконтроллер рассчитывает удельное электрическое сопротивление и электрическую ем­
кость (на см2) барьера по физическим параметрам. Величины электрической емкости рассчитываются 
сравнением формы волн напряжения и тока. Задержка от пика до пика двух сигналов пропорциональна 
величине электрической емкости, которая выражена в виде дугового напряжения. ΤΕΕΚ измеряли от на­
чальной установки в течение всего хода каждого эксперимента.

Вызванное τδΕΜΑ4Ό увеличение проницаемости ВВВ. После образования ВВВ, воздействие τδΕ- 
ΜΑ4Ό на целостность ВВВ измеряли добавлением увеличивающихся концентраций рекомбинантного 
8ΕΜΑ4Ό (τδΕΜΑ4Ό) в просвет двух кассет. τδΕΜΑ4Ό первоначально добавляли в просвет в концентра­
ции 0,05 мкг/мл во время 0. Концентрацию τδΕΜΑ4Ό увеличивали в 10 раз через каждый 12-часовой 
интервал, например, 0,5 мкг/мл через 12 ч, 5 мкг/мл через 24 ч и 50 мкг/мл через 36 ч. Измерения ΤΕΕΚ 
производили между интервалами и в течение каждого интервала как отражение изменений проницаемо­
сти ВВВ при варьирующихся концентрациях τδΕΜΑ4Ό. В целом, проницаемость ВВВ оставалась отно­
сительно устойчивой при концентрации τδΕΜΑ4Ό 0,05 мкг/мл. Начиная в концентрации 0,5 мкг/мл, уве­
личение концентраций τδΕΜΑ4Ό (т.е. 0,5 мкг/мл, 5 мкг/мл и 50 мкг/мл) привело к уменьшению показа­
теля ΤΕΕΚ, отражая повышенную проницаемость слоя эндотелиальных клеток. Эти результаты показаны 
на фиг. 2.

Вызванное антителом уменьшение проницаемости ВВВ, обработанного τδΕΜΑ4Ό. Для измерения 
воздействия антитела к 8ΕΜΑ4Ό на ВВВ после воздействия повышающихся дозировок τδΕΜΑ4Ό, до­
бавляли νΧ15/2503 в концентрации 250 мкг/мл через 48 ч. Измерения ΤΕΕΚ проводили через 72 ч. Обра­
ботка νΧ15/2503 привела к общему уменьшению проницаемости (или увеличению удельного электриче­
ского сопротивления) ВВВ в двух кассетах. Это уменьшение проницаемости отражает восстановление 
ВВВ. Результаты показаны на фиг. 2.

Пример 2. Испытание способности молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό, например, анти­
тело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, например, νΧ15/2503, для вос­
становления целостности ВВВ после вызванного 8ΕΜΑ4Ό разрушения ВВВ на модели Όΐν-ΒΒΒ ίη νίίτο

Структура эксперимента. Второй эксперимент с использованием модели Όΐν-ΒΒΒ ίη νίίτο выпол­
няли для исследования воздействия 8ΕΜΑ4Ό и νΧ15/2503 на целостность ВВВ. Основная эксперимен­
тальная структура была подобной той, которая показана выше в примере 1 и на фиг. 1. В течение двух 
недель кассеты Όΐν-ΒΒΒ подвергались образованию ВВВ в компартментах эндотелиальных и астроци- 
тарных клеток. Образование ВВВ, отраженное в ΤΕΕΚ, показано на фиг. 3 и 4.

Вызванное τδΕΜΑ4Ό увеличение проницаемости ВВВ. После образования ВВВ воздействие τδΕ- 
ΜΑ4Ό на целостность ВВВ измеряли добавлением возрастающих концентраций рекомбинантного 
8ΕΜΑ4Ό (τδΕΜΑ4Ό) в просвет первой кассеты набора из трех кассет через 12-часовые интервалы, пре­
доставляя возможность уравновешивания (приблизительно 12 ч/концентрацию). τδΕΜΑ4Ό первоначаль­
но добавляли в просвет в концентрации 0,5 мкг/мл во время 0. Концентрацию τδΕΜΑ4Ό увеличивали в 
10 раз через каждый интервал, например, 5 мкг/мл через 12 ч и 50 мкг/мл через 24 ч. Измерения ΤΕΕΚ 
проводили между каждым интервалом как отражение изменений проницаемости ВВВ в варьирующихся 
концентрациях τδΕΜΑ4Ό. В целом, увеличивающиеся концентрации τδΕΜΑ4Ό привели к уменьшению 
показателей ΤΕΕΚ, отражая увеличенную проницаемость ВВВ. Эти результаты показаны на фиг. 3.

Для испытания целостности ВВВ в присутствии антигена, который не нацелен на слой эндотели­
альных клеток, аналогичным образом полученный рекомбинантный белковый контроль (ΟΤΚΌ, белок 
С35) добавляли в эквимолярных концентрациях через такие же 12-часовые интервалы (т.е. 0,25 мкг/мл во 
время 0, 2,5 мкг/мл через 12 ч и 25,0 мкг/мл через 24 ч) в две дополнительные контрольные кассеты. В 
отличие от воздействия τδΕΜΑ4Ό, белок ΟΤΚΌ не вызывал значительное изменение ΤΕΕΚ, отражающее 
отсутствие значимого изменения проницаемости ВВВ. Однако если добавляли 50,0 мкг/мл τδΕΜΑ4Ό 
через 12 ч после добавления самой высокой концентрации белка ί','ΤΚΕ. было вызвано быстрое уменьше­
ние ΤΕΕΚ, подобное тому, которое наблюдали при повышающихся дозах τδΕΜΑ4Ό. Результаты показа­
ны на фиг. 4.

Вызванное антителом уменьшение проницаемости ВВВ, обработанного τδΕΜΑ4Ό. После добавле­
ния конечной дозы τδΕΜΑ4Ό в концентрации 50,0 мкг/мл через 24 ч измеряли воздействие νΧ15/2503 на 
ΤΕΕΚ и проницаемость ВВВ. Как показано на фиг. 3, антитело ΥΧ15/2503 добавляли в концентрации 250
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мкг/мл через 36 ч в две из трех кассет, в которые вводили возрастающие дозы Γ8ΕΜΆ4Ό, в то время как 
одинаковую концентрацию изотипического контрольного антитела добавляли в одну остающуюся кассе­
ту, в которую вводили возрастающие дозы Γ8ΕΜΆ4Ό. Измерения ΤΕΕВ производили в различные после­
дующие точки времени. Обработка УХ15/2503 привела к увеличению ΤΕΕВ обратно до пиковых уровней 
в начале эксперимента, отражая общее уменьшение проницаемости ВВВ (т.е. восстановление ВВВ). В 
одной кассете, в которую вводили изотипическое контрольное антитело, показатели содержания ΤΕΕВ 
оставались на относительно сниженных уровнях, вызванных обработкой Γ8ΕΜΆ4Ό, указывая на отсутст­
вие значимого уменьшения проницаемости ВВВ. Подобные результаты показаны на фиг. 4. Как показано 
на фиг. 4, антитело УХ15/2503 добавляли в концентрации 250 мкг/мл через 48 ч в две кассеты, в которые 
первоначально вводили контрольный рекомбинантный белок С35, с последующим введением 50 мкг/мл 
Γ8ΕΜΆ4Ό в течение 12 ч. Обработка УХ15/2503 привела к увеличению ΤΕΕВ обратно до пиковых уров­
ней в начале эксперимента, отражая общее уменьшение проницаемости ВВВ (т.е. восстановление ВВВ).

Пример 3. Испытание способности молекулы, связывающей антитело против плексина-В1, напри­
мер, антитела или его антигенсвязывающего фрагмента, варианта или производного, восстановить цело­
стность ВВВ после вызванного 8ΕΜΆ4Ό разрушения ВВВ на модели Όΐν-ΒΒΒ ίη νίίΓο

Другое исследование проводили для измерения воздействий антитела к плексину-В1 (МАВ37491, 
\1АЬ к плексину-В1 человека (клон 559830), В&Э 8у§!ет8) на целостность ВВВ. Это антитело блокирует 
связывание 8ΕΜΆ4Ό с рецептором плексина-В1. Результаты данного исследования показаны на фиг. 5. 
Как показано на фиг. 5, человеческие эндотелиальные клетки и астроциты в четырех кассетах Όΐν-ΒΒΒ 
подвергали образованию ВВВ, подобно описанным выше экспериментам. После образования ВВВ до­
бавляли Γ8ΕΜΆ4Ό в концентрации 50 мкг/мл, вызывая увеличение проницаемости ВВВ (т.е. разрушение 
ВВВ). После добавления Γ8ΕΜΆ4Ό, добавляли антитело к плексину-В1 в концентрации 125 мкг/мл через 
6 ч в две из четырех кассет, антитело νΧ15/2503 добавляли в концентрации 250 мкг/мл в одну из четы­
рех кассет, и изотипическое контрольное антитело добавляли в концентрации 250 мкг/мл в остающуюся 
кассету. Измерения ΤΕΕВ проводили в различные последующие точки времени. Обработка или 
νΧ15/2503, или антителом к плексину-В1 привела к увеличению уровней ΤΕΕВ обоими агентами. Обра­
ботка νΧ15/2503 привела к несколько большему увеличению ΤΕΕВ, чем обработка антителом к плекси- 
ну-В1 в последнюю точку времени. Воздействие двух антител неразличимо во все другие точки времени. 
Увеличение ΤΕΕВ отражает общее уменьшение проницаемости ВВВ (т.е. восстановления ВВВ) в при­
сутствии или νΧ15/2503, или антитела к плексину-В1. В одной кассете, в которую вводили изотипиче­
ское контрольное антитело, уровни ΤΕΕВ оставались на относительно сниженных уровнях, вызванных 
обработкой Γ8ΕΜΆ4Ό, указывая на отсутствие значимого уменьшения проницаемости ВВВ. Следует 
понимать, что обработка может также проводиться с использованием комбинации νΧ15/2503 и антитела 
к плексину-В1.

Пример 4. Испытание способности молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΆ4Ό, например, анти­
тело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, например, νΧ15/2503, восстано­
вить целостность ВВВ после разрушения ВВВ, вызванного активированными РВМС и прекращением 
кровотока, на модели Όΐν-ΒΒΒ ίη νί!το

Структура эксперимента. Другой эксперимент с использованием модели Όΐν-ΒΒΒ ίη νίίτο выполня­
ли для исследования воздействия νΧ15/2503 на восстановление целостности ВВВ после разрушения 
ВВВ, вызванного активированными мононуклеарными клетками периферической крови (РВМС) и пре­
кращением кровотока. В течение двух недель, две кассеты Όΐν-ΒΒΒ подвергали образованию ВВВ в 
компартментах эндотелиальных и астроцитарных клеток.

Вызванное активированными РВМС увеличение проницаемости ВВВ. После образования ВВВ из­
меряли воздействие активированных РВМС на целостность ВВВ. РВМС активировали РМА (параметок- 
сиамфетамином)/иономицином в течение 2 ч и затем добавляли в количестве 106/мл в просвет двух кас­
сет. Измерения ΤΕΕВ проводили до и после добавления активированных РВМС как отражение измене­
ний проницаемости ВВВ. В целом, добавление активированных РВМС в кассеты в количестве 106/мл 
привело к сниженному показателю ΤΕΕВ, отражающему повышенную проницаемость ВВВ. Эти резуль­
таты показаны на фиг. 6.

Приблизительно через 2-4 ч после добавления активированных РВМС в кассеты, выполняли пре­
кращение потока на 1 ч. Измерения ΤΕΕВ проводили до и после прекращения потока как отражение из­
менений проницаемости ВВВ. В целом, прекращение потока привело к дальнейшему уменьшению пока­
зателя ΤΕΕВ, отражающего повышенную проницаемость ВВВ. Эти результаты также показаны на фиг. 6.

Вызванное антителом уменьшение проницаемости ВВВ, подверженного воздействию активирован­
ных РВМС. После воздействия активированных РВМС и прекращения потока измеряли эффект 
νΧ15/2503 на ΤΕΕВ и проницаемость ВВВ. Антитело νΧ15/2503 добавляли в концентрации 250 мкг/мл 
в одну из двух кассет, в которые вводили активированные РВМС, в то время как такую же концентрацию 
изотипического контрольного антитела (изотипический контрольный ΐ§, 2269) добавляли в остающуюся 
кассету. Измерения ΤΕΕВ проводили в различные последующие точки времени. Как показано на фиг. 6, 
обработка νΧ15/2503 привела к увеличению ΤΕΕВ обратно до пиковых уровней в начале эксперимента, 
отражая общее уменьшение проницаемости ВВВ (т.е. восстановление ВВВ). В кассете, в которую вводи­
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ли изотипическое контрольное антитело, уровни ТЕЕК оставались на относительно сниженных уровнях, 
вызванных обработкой активированными РВМС и прекращением потока, указывая на отсутствие значи­
мого уменьшения проницаемости ВВВ.

Пример 5. Испытание способности молекулы, связывающей антитело к §ΕΜΑ4Ό, например, анти­
тело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, например, УХ15/2503, предохра­
нить целостность ВВВ на модели ЕАЕ ш νίνο

Молекулы, связывающие антитело к §ΕΜΑ4Ό, например, антитело или его антигенсвязывающие 
фрагменты, варианты или производные, например, УХ15/2503, испытывали на модели эксперименталь­
ного аутоиммунного энцефаломиелита (ЕАЕ) ш νίνο. Модель ЕАЕ ш νίνο, разрушения ВВВ, исследовали 
изучением изменений проницаемости мозга, по данным проникновения фибриногена из крови в парен­
химу мозга и посредством исследования белков эндотелиальных плотных контактов, включая клаудин-5. 
На этой модели, ЕАЕ вызывали у мышей иммунизацией пептидом РЬР (протеолипидного белка) (амино­
кислоты 139-151). Конечно, специалистам в данной области понятно, что также можно использовать 
другие белки, вызывающие ЕАЕ (например, миелиновый антиген, например, миелин-олигодендро- 
цитарный гликопротеин пептид (аминокислоты 35-55)), и что для максимальной эффективности эти ин­
дуцирующие белки или пептиды могут варьироваться от одного вида к другому, и от одной линии мы­
шей к другой (§1еттап, Ь. №игоп 24:511-514 (1999)). Срезы ткани из центральной нервной системы 
(ЦНС) животных на разных стадиях заболевания затем подвергали иммуноокрашиванию на белки (фиб­
риноген и клаудин-5, которые служат в качестве маркеров разрушения ВВВ).

Структура эксперимента. На модели ЕАЕ ш νί\Ό, ЕАЕ вызывали у мышей 3ίΡ/ί в возрасте 12 не­
дель (10 мышей на группу) иммунизацией РЬР пептидом (аминокислоты 139-151) в СРА (полном адъю­
ванте Фрейнда). Затем мышей лечили один раз в неделю от 7 дней после индукции 600 мкг антитела к 
3ΕΜΑ4Ό (антитела УХ15/2503) или контрольного 1§О. Неврологические признаки сначала наблюдали 
через 11 дней после индукции (άρί). Через 13 дней после индукции, в течение острой фазы заболевания, 4 
мышей на группу умерщвляли, и образцы поясничного отдела спинного мозга получали для патогисто­
логического анализа. Для выявления разрушения ВВВ в образцах эти образцы подвергали иммуноокра­
шиванию на фибриноген и клаудин-5. Процедура иммуноокрашивания следующая: срезы дважды спо­
ласкивали в РВ3 (солевом растворе с фосфатным буфером), затем инкубировали в РВ3 с 0,1% глицина в 
течение 10 мин, блокировали в РВ3 с 0,3% ТгПоп Х-100, 10% козьей сывороткой в течение 1 ч, и инкуби­
ровали с первичным АЬ в блокирующем буфере в течение ночи при 4°С. Для выявления клаудина-5 
(СЬ^5), перед блокировкой срезы вымачивали в ΕΌΤΑ (этилендиаминтетрауксусной кислоте), рН 8, 
100°С.

Использованные первичные антитела представляли собой антитела к ί'.ΈΝ-5 (цероидному нейрон­
ному липофусцину) (1:50) и к фибриногену (1:1000). После промывания три раза в РВ3 0,3%), срезы Тп- 
Юп Х-100 затем инкубировали в релевантных видоспецифичных вторичных антителах, конъюгирован­
ных с А1ехаР1иог 488 и/или А1ехаР1иог 594 (1/100; молекулярные зонды) в блокирующем буфере в тече­
ние 1 ч при 25°С, снова промывали три раза, и противоокрашивали 4,6-диамидино-2-фенилиндолом 
(ОАР1). Все образцы исследовали и фотографировали, используя лазерную сканирующую конфокальную 
систему 2е155 Ь3М 510 МЕТА, прикрепленную к инвертированному флуоресцентному микроскопу Ахю- 
уег1 200.

Клинические признаки заболевания у мышей оценивали в баллах следующим образом: 0= отсутст­
вие симптомов; 1= свисающий хвост; 2= слабость задних конечностей; 4= слабость передних и задних 
конечностей; 5= смерть. Неврологические признаки сначала наблюдали через 11 дней после индукции. У 
мышей, получавших лечение антителом УХ1/2503, клинические признаки заболевания достигли средней 
балльной оценки тяжести 0,75, что указывает на легкую слабость хвостовой мускулатуры, в то время как 
клинически выраженное заболевание у мышей контрольной группы достигло средней балльной оценки 
тяжести 2,25, что указывает на наличие парапареза.

Результаты иммуноокрашивания через 13 дней после индукции показаны на фиг. 7А-7С. Фибрино­
ген в норме не проникает через гематоэнцефалический барьер (ВВВ). При ЕАЕ, когда разрушается ВВВ, 
окрашенный в зеленый цвет фибриноген выявляли в веществе мозга (левая панель). Кроме того, экспрес­
сия клаудина-5 (ί'.ΈΝ-5, красное окрашивание), компонента плотных контактов, которые составляют 
ВВВ, была снижена. У мышей в контрольной группе проявилась сниженная экспрессия клаудина-5 и 
повышенные уровни внесосудистой утечки фибриногена, которая коррелировалась с разрушением в 
ВВВ. С другой стороны, у мышей, получавших лечение антителом УХ15/2503, экспрессия клаудина-5 
сохранялась, и утечка фибриногена значительно снизилась. Эти результаты продемонстрировали защит­
ный эффект антитела УХ15/2503 против разрушения ВВВ у этих получавших лечение мышей, и, в част­
ности, продемонстрировали, как антитело к 3ΕΜΛ4Ό предотвращает разрушение ВВВ, предотвращает 
внесосудистую утечку фибриногена (фиг. 7А, левая панель, и количественная характеристика на фиг. 
7В), и сохраняет клаудин-5, как выявлено красным окрашиванием (фиг. 7А, правая панель, и количест­
венная характеристика на фиг. 7С).

Пример 6. Воздействие 3ЕМА4О на белки плотного контакта в культурах церебральных эндотели­
альных клеток

- 26 -



029023

Структура эксперимента. Исследовали экспрессию ключевого белка эндотелиальных плотных кон­
тактов клаудина-5 после обработки полученных из ЦНС эндотелиальных клеток рекомбинантным рас­
творимым 8ΕΜΑ4Ό. На этой модели выделяли первичные эндотелиальные культуры центральной нерв­
ной системы мыши (ЦНС) и высевали на 6-луночный покрытый матригелем планшет (выделенные 
МВСЕС из 10 мозгов ресуспендировали в 3 мл среды для первичной культуры эндотелиальных клеток и 
высевали в количестве 250 мкл на лунку). Культуры использовали через 7 дней после выделения. Куль­
туры обрабатывали 1 нг/мл, 10 нг/мл или 100 нг/мл рекомбинантного 8ΕΜΑ4Ό мыши или 100 нг/мл 
νΕΟΡ-Α мыши (положительный контроль) в течение 24 ч. Затем культуры эндотелиальных клеток жи­
вотных подвергали электрофорезу на полиакриламидном геле с 8Ό8 (додецилсульфатом натрия) (8Ό8- 
ΡΑΟΕ) и иммуноблоттингу для выявления белка плотных контактов клаудина-5 и контроля нагрузки 
актином. Данные сканировали и подвергали денситометрии, используя программное обеспечение 1таде 1 
(ΝΙΗ).

Результаты иммуноблоттинга показаны на фиг. 8. Как показано на фиг. 8, культуры эндотелиаль­
ных клеток, обработанные 100 нг/мл рекомбинантного 8ΕΜΑ4Ό, проявили значительное снижение экс­
прессии белка клаудина-5. Культуры эндотелиальных клеток, обработанные 100 нг/мл νΕΟΡ-Α, тестиро­
вали в качестве положительного контроля в отношении понижающей регуляции клаудина-5. Это демон­
стрирует важную роль 8ΕΜΑ4Ό в регуляции экспрессии ключевого белка плотных контактов ВВВ.

Пример 7. Испытание способности молекулы, связывающей антитело к 8ΕΜΑ4Ό или антитело к 
плексину-В1, например, антитело или его антигенсвязывающий фрагмент, вариант или производное, для 
уменьшения проницаемости ВВВ на модели болезни Альцгеймера (ΑΌ) ίη νί\Ό

Антитела к 8ΕΜΑ4Ό или молекулы, связывающие антитела к плексину-В1, например, антитела или 
их антигенсвязывающие фрагменты, варианты или производные, например, ΜΑЪ 67 (подробно описан­
ные в заявке на патент США № 2010/0285036 А1, включенной в настоящее описание в качестве ссылки в 
полном объеме), испытывали на различных модельных системах нейровоспалительных расстройств, 
включая без ограничения экспериментальную модель болезни Альцгеймера (ΑΌ) у трансгенных мышей 
ίη У1уо ΑΡΡ8γΌΙ/ΝΟ80/-. Этих мышей выводили скрещиванием мутантных мышей ЛРР-ЕлуебЬН-ОШсН- 
1о\\а с мышами с нокаутом синтазы 2 оксида азота (Со1!ои е! а1., 1 Α1ζЬе^те^'δ Όίδ.15:571-587, 2008; Vаи 
ШЯгапб е! а1., 8!гоке 41:8135-8138, 2010). У мышей ΑΡΡδγΌΙ/ΝΟδ^- развивается возрастной нейрова­
скулярный амилоидоз с нарушенной функцией ВВВ, внутрипаренхиматозные амилоидные бляшки, ги­
перфосфорилирование тау-белка мыши, нейровоспаление, гибель нейронных клеток и когнитивные де­
фициты. кПсоск е! а1. показали, что лечение мышей ЛΡΡ8γ^I/NΟ8С активной иммунотерапией, на­
правленной на амилоид-бета, ведет к выраженному снижению отложения амилоида, но с повышенной 
встречаемостью микрокровоизлияний (кПсоск е! а1., 1 №иго8ск 29:7957-7965, 2009).

На модели ΑΌ ίη У1уо прогрессирование ΑΌ исследовали изучением иммуногистохимических сиг­
натур отложения амилоида, гиперфосфорилирование тау-белка, и утечку через ВВВ (фибриногена), а 
также оценкой когнитивных способностей в основанных на пространственной памяти поведенческих 
парадигмах. На этой модели трансгенным мышам внутривенно вводили ΜЛЪ 67 или контрольный Ι§ 
^аЪ 2В8) в концентрации 30 мг/кг с возраста 26 до 38 недель в общей сложности в количестве 13 доз.

Мышей первоначально подвергали исходному поведенческому тестированию в возрасте 10-12 не­
дель, например, тестам в "открытом поле", Равена и в лабиринте Барнеса, и мышей, достигших критери­
ев активности и обучения/памяти, включали в наблюдение. Поведенческие дефициты снова измеряли в 
возрасте 38, 39 и 40 недель и регистрировали массу тела. Мыши, которые не достигали критериев для 
включения в исследование, подлежали умерщвлению. В конечную точку, возраст 41 неделю, животные 
подлежали эвтаназии, и мозги должны были обрабатываться для биохимических и иммуногистохимиче­
ских анализов на уровни и отложения растворимого и нерастворимого амилоида бета. Сыворотку соби­
рают перед введением, во время введения и в конечную точку для изучения РК (фармакокинетики) в воз­
расте 10, 25 и 41 недели. Срезы ткани из центральной нервной системы (ЦНС) животных на различных 
стадиях заболевания могут подвергаться иммуноокрашиванию на фибриноген, которые могут использо­
ваться в качестве маркеров разрушения ВВВ.

Множество модификаций и других вариантов осуществления изобретений, изложенных в настоя­
щем описании, станут понятными специалистам в данной области, для которых предназначено настоя­
щие изобретения, на основании положений предшествующего описания и прилагаемых чертежей. По­
этому, следует понимать, что изобретения не ограничиваются определенными раскрытыми вариантами 
осуществления и что модификации и другие варианты осуществления предназначены для включения в 
пределы объема прилагаемой формулы изобретения и перечень вариантов осуществления, описанных в 
настоящей заявке. Хотя в настоящем описании используются определенные термины, они используются 
в общем и описательном смысле, а не в целях ограничения.

Список последовательностей
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<110> Уасстпех, 1пс.
5ΜΙΤΗ, Егпезй 5.

ΖΑυϋΕΡΕΡ, маигтсе

<120> ПРИМЕНЕНИЕ МОЛЕКУЛ, СВЯЗЫВАЮЩИХ СЕМАФОРИН-4О, ДЛЯ МОДУЛЯЦИИ 
ПРОНИЦАЕМОСТИ ГЕМАТОЭНЦЕФАЛИЧЕСКОГО БАРЬЕРА

<130> 1843.068РС03/ЕЗН/ВМС

<140> Будет присвоен 
<141> Приложен

<150> 115 61/593,641
<151> 2012-02-01

<150> 115 61/555,726
<151> 2011-11-04

<150> 115 61/545,809
<151> 2011-10-11

<160> 40

<170> Райеппп уегзтоп 3.3

<210> 1
<211> 862
<212> Белок
<213> ното зартепз

<400> 1

мей Агд мей Суз тКг Рго 11е Агд С1у ьеи ьеи мей А1а ьеи А1а Уа1 
15 10 15

мей РКе С1у тКг А1а мей А1а РКе А1а Рго 11е Рго Агд 11е тКг тгр 
20 25 30

С1и Нт 5 Агд С1и Уа1 нтз ьеи Уа1 С1п РКе нтз С1и Рго Азр 11е туг 
35 40 45

Азп Туг 5ег А1а ьеи ьеи ьеи 5ег С1и Азр ьуз Азр тКг ьеи туг 11е 
50 55 60

С1у А1а Агд С1и А1а Уа1 РКе А1а Уа1 Азп А1а ьеи Азп 11е 5ег С1и 
65 70 75 80

Ьуз С1п Нтз С1и Уа1 туг тгр ьуз Уа1 5ег С1и Азр ьуз ьуз А1а ьуз 
85 90 95

Суз А1а С1и |_уз С1у 
100

|_уз 5ег 1_уз С1п тпг С1и Суз 1_еи Азп туг 11е
105 110

Агд Уа1 |_еи С1п РГО |_еи 5ег А1а тКг 5ег |_еи туг Уа1 Суз б1у тКг
115 120 125

АЗП А1а Рпе С1п РГО А1а Суз Азр нтз |_еи АЗП |_еи тНг 5ег Рпе ьуз
130 135 140

РКе |_еи С1у |_уз АЗП С1и Азр С1у |_уз С1у Агд Суз РГО РКе Азр РГО
145 150 155 160

А1а Нт 5 5ег туг тНг 5ег Уа1 мей Уа1 Азр С1у С1и 1_еи Туг 5ег б1у
165 170 175

тКг 5ег туг АЗП Рпе |_еи С1у 5ег С1и РГО 11е 11е 5ег Агд АЗП 5ег
180 185 190

5ег нтз 5ег РГО |_еи Агд тКг С1ы туг А1а 11е РГО тгр |_еы АЗП 61 и
195 200 205

РГО 5ег РКе Уа1 РКе А1а Азр Уа1 11е Агд |_уз 5ег РГО Азр 5ег РГО
210 215 220

А5р С1у С1и Α5Ρ А5р Агд Уа1 туг Рпе Рпе Рпе ТКг С1ы Уа1 5ег Уа1
225 230 235 240

С1и Туг С1и Рпе Уа1 Рпе Агд Уа1 |_еи 11е РГО Агд 11е А1а Агд Уа1
245 250 255

Суз |_уз С1у Азр С1п С1у С1у |_еи Агд ТНг |_еи С1п |_уз |_уз тгр тНг
260 265 270

5ег Рпе |_еи |_уз А1а Агд |_еи 11е Суз 5ег Агд РГО Азр 5ег С1у |_еи
275 280 285

Уа1 Рпе АЗП Уа1 |_еи Агд Азр Уа1 Рпе Уа1 |_еи Агд 5ег РГО б1у |_еи
290 295 300

1_уз Уа1 Рго Уа1 Рпе туг А1а 1_еи Рпе тКг Рго С1п 1_еи Азп Азп Уа1
305 310 315 320

С1у |_еи 5ег А1а Уа1 Суз А1а Туг АЗП |_еи 5ег тНг А1а б1и б1и Уа1
325 330 335

Рпе Бег нтз С1у ьуз туг мей С1п 5ег тпг тНг Уа1 С1и С1п 5ег нтз
340 345 350

тКг |_уз тгр уа! Агд туг АЗП С1у РГО Уа1 РГО |_уз РГО Агд РГО б!у
355 360 365
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А1а Суз 11е Азр Бег С1и а!а Агд а!а а!а Азп туг тКг Бег Бег |_еи
370 375 380

АЗП 1_еи РГО Азр 1_уз тКг |_еи С1п РКе Уа1 |_уз Азр нтз РГО |_еи мет
385 390 395 400

А5р Азр Бег Уа1 ТКг РГО Пе Азр АЗП Агд РГО Агд |_еи Пе |_уз 1_уз
405 410 415

Азр Уа1 АЗП туг ТКг С1п Пе Уа1 Уа1 Азр Агд ТКг С1п А1а 1_еи Азр
420 425 430

С1у тКг Уа1 Туг Азр Уа1 мет РКе Уа1 Бег тКг Азр Агд С1у А1а |_еи
435 440 445

Нтз |_уз А1а Пе Бег |_еи 61 и Нтз А1а Уа1 нтз Пе Пе б1и б1и тКг
450 455 460

С1п 1_еи РКе С1 η Азр РКе 61 и РГО Уа1 С1п тКг |_еи |_еи 1_еи Бег Бег
465 470 475 480

|_уз 1_уз С1у АЗП Агд РКе Уа1 туг А1а С1у Бег АЗП Бег С1у Уа1 Уа!
485 490 495

С1п А1а РГО |_еи А1а РКе Суз С1у |_уз нтз С1у тКг Суз б1и Азр Суз
500 505 510

Уа1 |_еи А1а Агд Азр РГО туг Суз А1а тгр Бег РГО РГО ТКг А1а тКг
515 520 525

Суз Уа1 А1а |_еи НТЗ С1п тКг 61 и Бег РГО Бег Агд С1у 1_еи Пе С! η
530 535 540

б1и мет Бег С1у Азр А1а Бег Уа1 Суз РГО Азр |_уз Бег |_уз С1у Бег
545 550 555 560

Туг Агд С1п нтз РКе РКе |_уз нтз С1у С1у ТКг А1а б1и 1_еи |_уз Суз
565 570 575

Бег С1п |_уз Бег АЗП |_еи А1а Агд Уа1 РКе тгр |_уз РКе С1п АЗП б1у
580 585 590

Уа1 |_еи |_уз А1а 61 и Бег РГО |_уз туг С1у |_еи мет С1у Агд |_уз АЗП
595 600 605

|_еи |_еи Пе РКе АЗП |_еи Бег 61 и С1у Азр Бег С1у Уа1 туг С1п Суз
610 615 620

|_еи Бег б!и С1 и Агд Уа1 |_уз АЗП |_уз тКг Уа1 РКе С1п Уа! Уа! а! а
625 630 635 640

|_уз нтз Уа1 |_еи б1и 
645

Уа1 |_уз уа! Уа! РГО
650

|_уз рго Уа! Уа! А1а Рго 
655

тКг |_еи Бег Уа1 Уа1 б1п тКг б1и б1у Бег Агд Пе А1а тКг 1_У5 Уа1
660 665 670

|_еи Уа1 А1а Бег тКг 61 п б1у Бег Бег РГО РГО тКг РГО А1а Уа1 61 п
675 680 685

А1а тКг Бег Бег б1у А1а Пе ТКг |_еи РГО РГО |_уз РГО А1а РГО тКг
690 695 700

б1у тКг Бег Суз 61 и РГО 1_уз Пе Уа1 Пе Азп ТКг Уа1 Рго 61 п 1_еи
705 710 715 720

Нтз Бег 61 и |_уз ТКг мет туг |_еи |_уз Бег Бег Азр Азп Агд |_еи 1_еи
725 730 735

МеТ Бег |_еи РКе |_еи РКе РКе РКе Уа1 |_еи РКе |_еи Суз |_еи РКе РКе
740 745 750

туг АБП СуБ туг 1_У5 б1у туг |_еи РГО Агд 61 п Суз |_еи 1_У5 РКе Агд
755 760 765

Бег А1а |_еи |_еи Пе б1у |_уз |_уз |_уз РГО |_уз Бег АЗр РКе Суз Азр
770 775 780

Агд 61 и 61 η Бег |_еи |_уз 61 и ТКг |_еи Уа1 61 и РГО б1у Бег РКе Бег
785 790 795 800

61 η 61 η Азп б1у 61 и Нтз Рго 1_уз РГО а1 а 1_еи Азр ТКг б1у туг 61 и
805 810 815

ТКг 61 и 61 п Азр ТКг Пе ТКг Бег 1_уз Уа1 Рго ТКг Азр Агд 61 и Азр
820 825 830

Бег 61 η Агд 11 е Азр АЗр 1_еи Бег а1 а Агд Азр 1_У5 РГО РКе Азр Уа1
835 840 845

1_У5 СуБ б1и |_еи 1_У5 РКе А1а АБр Бег АБр А1а АБр б1у АБр
850 855 860

<2ΐο> ;2
<211> )361
<212> 1Белок
<213> 1чигтпе зр.

<4оо> ;2

мет Агд мет Суз А1а РГО Уа! Агд б!у |_еи РКе |_еи А1а |_еи Уа1 Уа!
1 5 10 15
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Уа1 ьеи Агд тНг
20

А1а Уа1 А1а РНе А1а
25

РГО Уа1 РГО Агд Ьеи
30

тНг тгр

б1и нтз б1у 
35

С1 и Уа1 С1у ьеи Уа1
40

С1п РНе нтз ьуз РГО
45

С1у Пе РНе

АЗП Туг Бег 
50

А1а ьеи ьеи мег
55

Бег 61 и Азр ьуз Азр
60

ТНг Ьеи туг Уа1

С1у
65

А1а Агд С1 и А1а Уа1
70

РНе А1а Уа1 АЗП А1а
75

ьеи АЗП Пе Бег 61 и 
80

1_У5 6ΐη нтз С1 и Уа1
85

туг тгр ьуз Уа1 Бег
90

б1и Азр ьуз ьуз Бег
95

ьуз

СУ5 А1а б1и Ьуз
100

С1у ьуз Бег ьуз С1п
105

тНг б1и Суз ьеи АЗП
110

туг Пе

Агд Уа1 ьеи 
115

С1 η РГО ьеи Бег Бег
120

ТНг Бег Ьеи туг Уа1 
12 5

Суз б1у тНг

АЗП А1а РНе 
130

С1п РГО тНг Суз
135

Азр Нтз ьеи АЗП ьеи
140

ТНг Бег РНе ьуз

РНе
145

ьеи С1у Ьуз Бег б1и
150

Азр С1у Ьуз С1у Агд
155

Суз РГО РНе Азр РГО
160

А1а нтз Бег Туг тНг
165

Бег Уа1 мег Уа1 С1у
170

С1у б1и ьеи туг Бег
175

б1у

тНг Бег туг АЗП
180

РНе ьеи С1у Бег б1и
185

РГО Пе Пе Бег Агд
190

АЗП Бег

Бег нтз Бег 
195

РГО ьеи Агд тНг б1и
200

Туг А1а Пе РГО тгр
205

ьеи АЗП 61 и

РГО Бег РНе 
210

Уа1 РНе А1а Азр
215

Уа1 Пе С1п ьуз Бег
220

РГО Азр б1у РГО

б1и
225

С1у б1и Азр Азр ьуз
230

Уа1 туг РНе РНе РНе
235

ТНг С1 и Уа1 Бег Уа1
240

б1и Туг С1и РНе Уа1
245

РНе ьуз ьеи мег Пе
250

РГО Агд Уа1 А1а Агд
255

Уа1

СУ5 Ьуз С1у Азр
260

С1п С1у С1у ьеи Агд
265

тНг ьеи С1п ьуз ьуз
270

тгр тНг

Бег РНе ьеи 
275

ьуз А1а Агд ьеи Пе
280

Суз Бег ьуз РГО Азр
285

Бег б1у ьеи

Уа1 РНе А5П 
290

11 е Ьеи С1п А5р
295

Уа1 РНе Уа1 ьеи Агд
300

А1а РГО б1у Ьеи

1_у5
305

С1и Рго Уа1 РНе туг
310

А1а Уа1 РНе тНг РГО
315

С1п ьеи АЗП АЗП Уа1
320

С1у ьеи Бег а1 а Уа1
325

Суз а1 а туг тНг ьеи
330

А1а тНг Уа1 61 и А1 а 
335

Уа1

РНе Бег Агд б1у
340

Ьуз Туг Ме1 6ΐη Бег
345

А1а тНг Уа1 б1и 61 η 
350

Бег Нтз

ТНг ьуз тгр 
355

Уа1 Агд туг А5П С1у
360

РГО Уа1 РГО тНг РГО
365

Агд РГО б1у

А1 а Суз 11е 
370

Азр Бег б1и а1 а 
375

Агд А1а А1а АЗП туг
380

ТНг Бег Бег ьеи

АЗП
385

ьеи Рго Азр ьуз ТНг
390

ьеи С1п РНе Уа1 ьуз
395

Азр Нтз РГО ьеи меь
400

Азр Азр Бег Уа1 тНг
405

РГО Не Азр АЗП Агд
410

РГО ьуз ьеи Пе ьуз
415

ьуз

А5р Уа1 Азп туг
420

тНг С1п Пе Уа1 Уа1
425

Азр Агд ТНг С1п А1а
430

Ьеи Азр

С1у тНг РНе 
435

туг Азр Уа1 мег РНе
440

Пе Бег тНг Азр Агд
445

б1у А1а ьеи

нтз ьуз А1а 
450

Уа1 Пе ьеи тНг
455

ьуз б1и Уа1 нтз Уа1
460

Пе 61 и 61 и ТНг

С1п
465

ьеи РНе Агд Азр Бег
470

С1 и РГО Уа1 ьеи тНг
475

ьеи ьеи ьеи Бег Бег
480

|_уз ьуз С1у Агд ьуз
485

РНе Уа1 туг А1а С1у
490

Бег АЗП Бег б1у Уа1
495

Уа1

6ΐη А1а Рго Ьеи
500

А1а РНе Суз б1и ьуз
505

Нтз б1у Бег Суз 61 и 
510

Азр Суз

Уа1 ьеи А1а 
515

Агд Α5Ρ РГО туг Суз
520

А1а Тгр Бег Рго А1а
525

Пе ьуз А1а

суз Уа1 тНг 
530

ьеи НТЗ С1п С1 и 
535

б1и А1а Бег Бег Агд
540

С1у тгр Пе 61 η

Азр
545

меь Бег С1у Азр тНг
550

Бег Бег суз ьеи Азр
555

Ьуз Бег ьуз 61 и Бег
560
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РКе АБП С1п НТ 5 РКе
565

РКе 1_у5 нт б С1у С1у тКг А1а С1и 1_еи 
570

1_У5
575

СУ5

РКе С1 η 1_У5 Бег АБП |_еи А1а Агд Уа1 Уа1 тгр 1_У5 РКе С1п АБП С1у
580 585 590

С1и |_еи 1_У5
595

а1 а А1а Бег РГО 1_У5
600

туг С1у РКе Уа1 С1у Агд 
605

1_У5 НТБ

|_еи |_еи
610

Не РКе АБП |_еи Бег
615

АБр С1у АБр Бег С1у
620

Уа1 туг С1п СУ5

|_еи Бег б1и С1и Агд Уа1 Агд АБП 1_У5 тКг Уа1 Бег С1п |_еи |_еи А1а
625 630 635 640

1_У5 ΗΪ 5 Уа1 |_еи 61 и Уа1 1_У5 мет Уа1 РГО Агд тКг РГО РГО Бег РГО
645 650 655

тКг Бег С1и АБр
660

а1 а С1п ТКг С1и С1у
665

Бег 1_У5 Не тКг Бег
670

1_У5 мет

РГО Уа1 А1а Бег тКг С1п С1у Бег Бег РГО РГО тКг РГО А1а |_еи тгр
675 680 685

а1 а тКг Бег Рго Агд А1а А1а ТКг Теи Рго рго 1_у5 Бег Бег Бег С1у
690 695 700

тКг Бег СУ5 С1и РГО 1_у5 мет Уа1 11е АБП тКг Уа1 РГО С1п |_еи НТБ
705 710 715 720

Бег С1и 1_У5 тКг Уа1 туг |_еи 1_У5 Бег Бег АБр АБП Агд |_еи |_еи мет
725 730 735

Бег |_еы |_еы |_еи РКе Не РКе Уа1 |_еи РКе |_еи СУ5 |_еи РКе Бег туг
740 745 750

АБП СУ5 туг 1_У5 С1у туг |_еи РГО С1у С1п СУ5 |_еи 1_У5 РКе Агд Бег
755 760 765

А1а |_еи 1_еи |_еы С1у 1_У5 1_У5 ТКг Рго 1_У5 Бег АБр РКе Бег АБр |_еи
770 775 780

С1и С1п Бег Уа1 1_У5 С1и ТКг |_еи Уа1 С1и РГО С1у Бег РКе Бег С1п
785 790 795 800

С1п АБП б1у АБр НТ 5 
805

РГО 1_У5 РГО а1 а |_еи
810

АБр ТКг С1у туг С1и
815

тКг

С1и С1п АБР тКг 11е тКг Бег 1_У5 Уа1 РГО тКг АБР Агд С1и АБр Бег
820 825 830

С1п Агд 11е Азр С1и 1_еи Бег А1а Агд Азр 1_уз Рго РКе Азр Уа1 1_уз 
835 840 845

Суз С1и 1_еи 1_уз РКе А1а Азр Бег Азр А1а Азр С1у Азр 
850 855 860

<210> 3
<211> 30
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СРЮО УН СРР1

<400> 3
ддстасадст тсадсдаста стасатдсас 30

<210> 4
<211> 51
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СРЮО УН СРР2

<400> 4
садаттаатс стассастдд сддсдстадс гасаассада адттсааддд с 51

<210> 5
<211> 27
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> полинуклеотид анти-СРЮО νΗ СРРЗ

<400> 5
таттастасд дсадасастт сдатдтс 27

<210> 6
<211> 10
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СРЮО УН СРР1 

<400> 6

С1у туг Бег РКе Бег Азр туг туг мет нтз 
1 5 10

<210> 7
<211> 17
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СРЮО УН СРР2 

<400> 7
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6ΐη 11е А5П рго тКг тКг с1у С1у А1а Бег туг абп с!п ьуз РКе буз 
15 10 15

С1у

<210> 8
<211> 9
<212> Белок
<213> Искусственная

<220>
<223> полипептид анти-соЮО νΗ сокЗ 

<400> 8

Туг туг туг с1у Агд нт б РКе Азр Уа1 
1 5

<210> 9
<211> 118
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 УН 2503 

<400> 9

С1 η уа! С1п беи уа! С! η Бег С!у а! а С! и уа! буз буз РГО б!у Бег
1 5 10 15

Бег Уа! бУ5 Уа! Бег СУ5 бУ5 а! а Бег С!у туг Бег РКе Бег АБр Туг
20 25 30

туг меб НТ 5 тгр Уа! Агд С! η а! а РГО С!у С! η С!у беи С! и тгр меб
35 40 45

С1у С1п 11е АБП РГО тКг тКг с!у б!у а! а Бег туг АБП 6! η буз РКе
50 55 60

бУ5 С1у бУ5 а1 а тКг 1!е тКг Уа! АБр буз Бег тКг Бег ТКг а! а туг
65 70 75 80

меб С1и беи Бег Бег беи Агд Бег 6! и АБр ТКг а! а Уа! Туг туг Суз
85 90 95

а1 а Агд Туг туг Туг С!у Агд Нт 5 РКе АБр уа! тгр С!у С! η С!у тКг
100 105 110

тКг Уа! тКг Уа! Бег Бег
115

<210> 10
<211> 118
<212> Белок
<213> Искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 УН 67 

<400> 10

с! η 
1

Уа! С! η беи с!п с!п Бег с!у 
5

Рго С!и беи 
10

Уа! буз РГО С!у
15

а! а

Бег Уа! буз 1!е Бег Суз буз а! а Бег С!у туг Бег РКе Бег Азр туг
20 25 30

Туг меб нтз тгр Уа! буз С! η Бег РГО С! и АЗП Бег беи С! и тгр Не
35 40 45

С!у С! η 1!е АЗП РГО тКг ТКг С!у с!у а! а Бег туг АЗП С! η буз РКе
50 55 60

буз С!у буз а! а тКг беи ТКг Уа! Азр буз Бег Бег Бег ТКг А! а туг
65 70 75 80

меб С1п беи буз Бег беи тКг Бег С1и С1и Бег А1а Уа1 туг туг Суз 
85 90 95

тКг Агд туг туг туг С1у Агд нтз РКе Азр Уа1 тгр С1у С1п С1у тКг 
100 105 110

тКг Уа! тКг Уа! Бег Бег 
115

<210> 11
<211> 45
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СО100 Уб СОК1

<400> 11
ааддссадсс ааадсдбдда ббабдабддс дабадсбаба бдаас 45

<210> 12
<211> 21
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СО100 Уб СОК2

<400> 12
дсбдсабсса абсбддааад с 21

<210> 13
<211> 27
<212> ДНК
<213> искусственная 

<220>

- 32 -



029023

<223> полинуклеотид анти-СО100 νΐ_ СОКЗ 

<400> 13
садсааадса а!дадда!сс с!асасс

<210> 14
<211> 15
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 VI. СЭК1

|_уз А1а Бег С1 η Бег Уа1 Азр туг Азр С1у Азр Бег туг ме! Азп 
15 10 15

<210> 15
<211> 7
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 VI. СЭК2

А1а А1а Бег Азп 1_еи С1 и Бег

<210> 16 
<211> 9
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 VI. СЭКЗ

<400> 16

С1п С1п Бег Азп С1и Азр Рго туг тКг

<210> 17
<211> 111
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 VI. 2503

Азр IIе Уа1 ме! тКг С1п Бег Рго Азр Бег 1_еи А1а Уа1 Бег 1_еи С1у 
15 10 15

С1и Агд А1а тКг 11е Азп Суз 1_уз А1а Бег С1п Бег Уа1 Азр туг Азр 
20 25 30

С1у Азр Бег туг ме! Азп тгр туг С1 п С1 п 1_уз Рго С1у С1 п Рго Рго 
35 40 45

|_уз 1_еи 1_еи 11е туг А1а А1а Бег Азп 1_еи С1и Бег С1у Уа1 Рго Азр 
50 55 60

Агд РКе Бег С1у Бег С1у Бег С1у тКг Азр РКе ТКг 1_еи ТКг Пе Бег
65 70 75 80

Бег |_еи С1п А1 а С1и Азр Уа1 А1а Уа1 туг Туг Суз С1п С1п Бег АЗП
85 90 95

С1и Азр РГО туг тКг РКе С1у С1п С1у тКг |_уз 1_еи С1и Пе 1_уз

<210> 18
<211> 111
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 VI.

<400> 18

Азр IIе Уа1 ме! тКг С1п Бег Рго А1а Бег 1_еи А1а Уа1 Бег 1_еи С1у 
15 10 15

С1п Агд А1а тКг 11е Бег Суз 1_уз А1а Бег С1п Бег Уа1 Азр туг Азр 
20 25 30

С1у Азр Бег туг ме! Азп тгр туг С1п С1п 1_уз Рго С1у С1п Рго Рго 
35 40 45

|_уз 1_еи 1_еи 11е туг А1а А1а Бег Азп 1_еи С1и Бег С1у 11е Рго А1а 
50 55 60

Агд РКе Бег С1у Бег С1у Бег С1у тКг Азр РКе ТКг 1_еи АЗП Пе Нтз
65 70 75 80

РГО Уа1 С1 и С1 и С1и Азр А1а А1а тКг туг Туг Суз С1п С1п Бег АЗП
85 90 95

С1 и Азр РГО Туг ТКг РКе С1у С1у С1у тКг |_уз 1_еи С1 и Пе 1_уз
100

<210> 19
<211> 354
<212> ДНК
<213> Искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СО100

<400> 19
садд!дсадс !дд!дсадад сддсдс!дад д!даадаадс с!ддсадсад сд!даадд!с 60 

!сс!дсаадд с!адсддс!а садсисадс дас!ас!аса !дсас!ддд! дадасаддсс 120
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ссгддссаад дссгддадгд дагдддссад аг Гаагесга ссасгддсдд сдсгадсгас 180 
аассадаадг гсаадддсаа ддссассагг ассдгддаса ааадсассад сасадссгас 240 
агддадегда дсадссгдад аадсдаддас ассдссдгдг аггаегдгде садагаггас 300 
гасддсадас асггсдагдг сгддддссаа ддсассасдд гсассдгсгс ггса 354

<210> 20<211> 354<212> ДНК<213> искусственная
<220><223> Полинуклеотид анти-СО100 УН 67
<400> 20саддгссадс гдсадсадгс гддассгдад сгддгдаадс сгддддсггс адгдаадага 60
гссгдсаадд еггегддгга сгсаггсадг дасгасгаса гдсасгдддг даадсааадг 120
ссгдаааага дгеггдадгд даггддасад аггаагссга ссасгддддд гдсгадсгас 180
аассадаадг гсаадддсаа ддссасагга аегдгадага аагссгссад сасадссгас 240
агдсадсгса ададссгдас агегдаадад гсгдсадгсг аггасгдгас аадагаггас 300
гасддгадас асггсдагдг сгддддссаа дддассасдд гсассдгггс сгса 354

<210> 21<211> 333<212> ДНК<213> искусственная
<220><223> Полинуклеотид анти-СО100 УЬ 2503
<400> 21дасагсдгда гдасссадад сссадасадс егддегдгда дссгдддсда дадддссасс 60
агсаасгдса аддссадсса аадедгддаг гагдагддсд агадегагаг даасгддгас 120
садсадааас саддссадсс гссгаадсгд егдагггаед сгдсагссаа гсгддааадс 180
ддедгдеегд асадаггсад сддсадсддс адсддсасад агггсасгсг дассагсадс 240
адссгдсадд егдаадагдг ддсадгдгаг гасгдгсадс ааадсаагда ддагсссгас 300
ассггсддсс аадддассаа дсгсдадагс ааа 333

<210> 22<211> 333<212> ДНК<213> искусственная
<220><223> полинуклеотид анти-СО100 VI- 67
<400> 22дасаггдгда гдасссадгс гссадсггсг ггддегдгдг сгсгадддса дадддссасс 60
агсгссгдса аддссадсса аадгдггдаг гагдагддгд агадггагаг даасгддгас 120
саасадааас саддасадсс асссааасгс сгсагсгагд сгдсагссаа гсгадаагсг 180
дддагсссад ссаддгггад гддсадгддд гсгдддасад асггсасссг саасагссаг 240
ссгдгддадд аддаддагде гдсаассгаг гасгдгсадс ааадгаагда ддагссдгас 300
аедГГеддад дддддассаа дсгсдадагс ааа 333

<210> 23<211> 2586<212> ДНК<213> ното 5артеп5
<400> 23агдаддагдг дсасссссаг гадддддегд сгсагддссс ггдеадгдаг дгггдддаса 60
дсдагддсаг ггдсасссаг ассссддагс ассгдддадс асадададдг дсассгддгд 120
садгггсагд адссадасаг сгасаасгас гсадссггдс гдсгдадсда ддасааддас 180
ассггдгаса гаддгдсссд ддаддсддгс ггсдсгдгда асдсасгсаа сагсгссдад 240
аадсадсагд аддтдеатгд дааддгсгса даадасаааа аадсаааагд гдеадаааад 300
дддааагсаа аасадасада дгдссгсаас ГасаГссддд ГдсГдсадсс асгсадсдсс 360
асггсссггг аедгдгдгдд дассаасдса ГГссадссдд ссгдгдасса ссГдаасГГа 420
асагссггга адгггегддд дааааагдаа дагддсааад даадагдгсс сгггдассса 480
дсасасадсг асасагссдг сагддггдаг ддадааеггг аггсддддас дгедгагааг 540
гггггдддаа дгдаасссаг сагсгсссда ааггсггссс асадгссгсг даддасадаа 600
гагдсаагсс еггддегдаа сдадссгадг ггедгдгггд егдаедгдаг ссдааааадс 660
ссадасадсс ссдасддсда ддагдасадд дгсгасггсг гсггсасдда ддгдгегдгд 720
дадгагдадг ггдгдггсад ддгдсгдагс ссасддагад саададгдгд саадддддас 780
садддсддсс гдаддассгг дсадаадааа гддассгссг гссгдааадс ссдасгсагс 840
гдсгсссддс садасадсдд сггддгсггс аагдгдегде дддагдгегг сдгдсгсадд 900
гссссдддсс гдааддгдсс гдгдггсгаг дсасгсггса ссссасадсг даасаасдгд 960
дддегдгедд садгдгдсдс сгасаассгд гссасадссд аддаддгегг сгсссасддд 1020
аадгасагдс ададсассас адгддадсад гсссасасса адгдддгдед сгагаагддс 1080
ссддгассса адссдсддсс гддадедгде агсдасадсд аддсасдддс сдссаасгас 1140
ассадсгссг гдаагггдсс адасаадасд егдеадггед ггааадасса сссгггдагд 1200
дагдасгсдд гаассссааг адасаасадд сссаддггаа гсаадааада гдгдаасгас 1260
асссадагсд гддгддассд дасссаддсс егддагддда сгдгсгагда гдгсагдггг 1320
дгсадсасад ассддддадс гсгдсасааа дссагсадсс гсдадсасдс гдггсасагс 1380
агсдаддада сссадсгсгг ссаддасггг дадссадгсс адасссгдсг дсгдгсггса 1440
аадаадддса асаддгггдг сгагдсгддс гсгаасгсдд дсдгддгсса ддссссдсгд 1500
дееггегдгд ддаадсасдд сассгдсдад даегдгдгде гддсдсддда ссссгасгдс 1560
дссгддадсс сдсссасадс дассгдсдгд дсгсгдсасс адассдадад ссссадсадд 1620
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ддтттдаттс аддадатдад сддсдатдст тстдтдтдсс сддатаааад таааддаадт 1680

тассддсадс агтпсаа дсасддтддс асадсддаас тдааатдстс ссааааатсс 1740

аасстддссс дддтсттттд даадттссад аатддсдтдт тдааддссда дадссссаад 1800

тасддтстта тдддсадааа ааасттдстс атсттсааст тдтсадаадд адасадтддд 1860

дтдтассадт дсстдтсада ддададддтт аадаасаааа сддтсттсса адтддтсдсс 1920

аадсасдтсс тддаадтдаа ддтддттсса аадсссдтад тддсссссас сттдтсадтт 1980

дттсадасад ааддтадтад даттдссасс ааадтдттдд тддсатссас ссаадддтст 2040

тстсссссаа ссссадссдт дсаддссасс тсстссдддд ссатсассст тсстсссаад 2100

сстдсдссса ссддсасатс стдсдаасса аадатсдтса тсаасасддт сссссадстс 2160

састсддада ааассатдта тсттаадтсс адсдасаасс дсстсстсат дтссстсттс 2220

стсттсттст ттдттстстт сстстдсстс гштсгаса астдстатаа дддатасстд 2280

сссадасадт дсттдааатт ссдстсддсс стастааттд ддаадаадаа дсссаадтса 2340

датттстдтд ассдтдадса дадсстдаад дадасдттад тададссадд дадсттстсс 2400

садсадаатд дддадсассс саадссадсс стддасассд дстатдадас сдадсаадас 2460

ассатсасса дсааадтссс сасддатадд даддастсас ададдатсда сдасстттст 2520

дссадддаса адссстттда сдтсаадтдт дадстдаадт тсдстдастс адасдсадат 2580

ддадас 2586

<210> 24
<211> 13
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> пептидный эпитоп протеолипидного белка Р1_Р (аминокислоты 139-151) 

<400> 24

Нт 5 Бег ьеи С1у 1_уз тгр 1_еи С1у нт 5 Рго Азр 1_уз РКе
1 5 10

<210> 25
<211> 118
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 УН 76

<400> 25

С1п Уа1 С1п 1_еи С1п С1п Бег С1у А1а С1и 1_еи А1а 1_уз Рго С1у А1а 
15 10 15

Бег Уа1 ьуз мет Бег Суз 1_уз А1а Бег С1у туг тКг РКе тКг Агд туг 
20 25 30

тгр мег Нтз тгр Уа1 1_уз С1п Агд рго С1у С1п С1у 1_еи С1и тгр 11е

35 40 45

С1у туг 11е АБП РГО Бег тНг С1у туг Бег АБр туг АБП С1п 1_У5 Рпе
50 55 60

1_У5 АБр 1_У5 а1 а тНг |_еи ТНг а! а АБР 1_У5 Бег Бег Бег тНг А1а туг
65 70 75 80

мет С1п |_еы Бег Бег 1_еи ТНг Бег С1и АБр Бег А1а Уа1 Туг Туг СУ5
85 90 95

ΑΊ а Агд Авр РГО Туг С1у Тгр ТНг мет АБр Бег тгр С1у С1п С1у тНг
100 105 110

|_еи Уа1 ТНг Уа1 Бег Бег
115

<210> 26
<211> 10
<212> Белок
<213> Искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СГОЮО УН 76 СОК1 

<400> 26

С1у туг тНг РКе тНг Агд туг тгр мет нтб 
1 5 10

<210> 27
<211> 17
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> полипептид анти-сгоЮО УН 76 сок2

<400> 27

туг IIе абп рго Бег тНг с1у туг Бег Авр туг абп с1п 1_ув Рпе 1_ув 
15 10 15

АБр

<210> 28
<211> 9
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СРЮО УН 76 СРКЗ 

<400> 28

Авр Рго Туг С1у тгр тНг мет Авр Бег 
1 5
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<210> 29
<211> 107
<212> Белок
<213> Искусственная

<22Ο>
<223> Полипептид анти-СЭЮО VI. 76 

<400> 29

АЗр 11е С1 η мет тКг С1 п Бег РГО Бег Бег ьеи Бег А1а Бег ьеи С1у
1 5 10 15

Азр ТКг 11е тКг 11е ТКг Суз НТ 5 А1 а Бег С1 п А5П 11е Азп Уа1 тгр
20 25 30

Ьеи Бег тгр Туг С1п С1п ьуз РГО С1у АЗП 11е РГО ьуз ьеи ьеи 11е
35 40 45

Туг ьуз А1 а Бег АЗП Ьеи НТ 5 тпг С1у Уа1 РГО Бег Агд Рпе Бег С1у
50 55 60

Бег С1у Бег С1у ТКг С1у РКе ТКг Ьеи ТКг 11е Бег Бег ьеи С1п РГО
65 70 75 80

С1 и А5р 11е А1 а ТКг Туг Туг Суз С1п С1п С1у С1п Бег туг РГО Туг
85 90 95

ТКг Рпе С1у С1у С1у ТКг ьуз Ьеи С1 и 11е Ьуз
100 105

<210> 30
<211> 11
<212> Белок
<213> искусственная

<22Ο>
<223> Полипептид анти-СЭЮО VI. 76 СОК1 

<400> 30

Нт з А1а Бег С1η Азп 11е Азп Уа1 тгр ьеи Бег 
1 5 10

<210> 31
<211> 7
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СЭЮО VI. 76 СРК2

<400> 31

Ьуз А1а Бег Азп ьеи Нт 5 тКг
1 5

<210> 32
<211> 9
<212> Белок
<213> искусственная

<220>
<223> Полипептид анти-СО100 VI. 76 СОКЗ 

<400> 32

С1п С1п С1у С1п Бег туг Рго туг тКг 
1 5

<210> 33
<211> 354
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СО100 νΗ 76 

<400> 33
саддьссадс ьдсадсадьс ьддддсьдаа сьддсаааас сьддддссьс адьдаадаьд 60

ьссьдсаадд сысьддсьа сассьыась аддьасьдда ьдсасьдддь аааасададд 120

ссьддасадд дьсьддааьд даыддаьас аыааьссьа дсасьддыа ысьдаыас 180

ааьсадаадь ьсааддасаа ддссасаыд асьдсадаса ааьссьссад сасадссьас 240

аЬдсаасЬда дсадссЬдас аЬсЬдаддас ьсьдсадьсь аььасьдьдс аададасссс 300

ьасддсьдда сьаьддасьс сьддддссаа дддасьсьдд ьсассдьсьс сьса 354

<210> 34
<211> 30
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СО100 νΗ 76 СОК1

<400> 34
ддсьасассь ыасьаддьа сьддаьдсас 30

<210> 35
<211> 51
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СО100 νΗ 76 СОК2

<400> 35
ьасаыааьс сьадсасьдд ыаысьдаь ьасааьсада адысаадда с 51

<210> 36
<211> 27
<212> ДНК
<213> искусственная

<220>
<223> Полинуклеотид анти-СО100 νΗ 76 СОКЗ 

<400> 36
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дасссссасд дссддассас ддасссс

<210><211><212><213>
<220><223>

37321ДНКискусственная

полинуклеотид анти-СО100 νΐ_ 76 
<400> 37дасаСссада 1дасссад1с СссаСссад! с1д1с1дса! сссИддада сасааССасс 60
атсасттдсс атдссадтса даасаттаат дтттддттаа дстддтасса дсадааасса 120
ддааасассс ссааассасс дасссасаад дсссссаасс сдсасасадд сдссссасса 180
аддстсадсд дсадсддасс гддаасаддс сссасассаа ссассадсад ссгдсадссс 240
даадасассд ссасссасга ссдссаасад ддссааадсс асссдсасас дпеддаддд 300
дддассаадс СсдадаСсаа а 321

<210> 38<211> 33<212> ДНК<213> искусственная
<220><223> полинуклеотид анти-СО100 νΐ_ 76
<400> 38сатдссадтс адаасаттаа тдтттддтта аде

<210> 39<211> 21<212> ДНК<213> искусственная
<220><223> полинуклеотид анти-СО100 νΐ_ 76 сок2
<400> 39ааддссссса асссдсасас а

<210> 40<211> 27<212> ДНК<213> искусственная
<220><223> полинуклеотид анти-СО100 νΐ_ 76
<400> 40саасадддСс ааадС1а!сс дсасасд

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Способ уменьшения проницаемости гематоэнцефалического барьера у индивида, имеющего по­
вышенную проницаемость гематоэнцефалического барьера, связанную с нейровоспалительным рас­
стройством, включающий введение индивиду эффективного количества выделенного антитела или его 
антигенсвязывающего фрагмента, которые специфически связываются с семафорином-4И (8ЕМА4И), 
где антитело или его антигенсвязывающий фрагмент содержит вариабельную область тяжелой цепи 
(УН), содержащую УН СИК 1-3, имеющие БЕр ГО N0:6, 7 и 8 соответственно, и вариабельную область 
легкой цепи (УБ), содержащую УБСИК 1-3, имеющие БЕР ГО N0:14, 15 и 16 соответственно, причем 
антитело или его фрагмент способны уменьшать проницаемость гематоэнцефалического барьера у инди­
вида.

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что антитело или его антигенсвязывающий фрагмент ингиби­
руют взаимодействие 8ЕМА4И с рецептором 8ЕМА4И.

3. Способ по п.2, отличающийся тем, что рецептор 8ЕМА4И представляет собой плексин-В1.
4. Способ по п.1, отличающийся тем, что нейровоспалительное расстройство выбрано из группы, 

состоящей из рассеянного склероза, бокового амиотрофического склероза, эпилепсии, болезни Альцгей­
мера, болезни Паркинсона, менингита, отека мозга и мозговой травмы.

5. Способ по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что дополнительно осуществляют один или не­
сколько других видов лечения нейровоспалительного расстройства до, во время или после использования 
антитела или его антигенсвязывающего фрагмента.

6. Способ по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что индивид представляет собой млекопитаю­
щее.

7. Способ по п.6, отличающийся тем, что млекопитающее представляет собой человека.
8. Способ по любому из пп.1-4, отличающийся тем, что антитело или его антигенсвязывающий 

фрагмент представляет собой человеческое или гуманизированное антитело.

4-840 +анти- 840 = УХ 15/2503

50 мкг/мл 250 мкг/мл

I 12ч | 24ч
> ------- -- ------».............................. -ф

Фиг. 1
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ί 5ΕΜΑ4ϋ
Добавление антитела
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Время (часы)
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Фиг. 3

Фиг. 4
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Фиг. 5

Контрольный 1дС Антитело к 8ΕΜΑ4ϋ

Фиг. 7А
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Эндотелий ЦНС мыши

< ЗЕМА4Э

х;
ф
>

О
ш
> - От—

оот—

ΟΙ.Ν-5 - - 22 КД

Актин - — - 42 кД

ΟΙ-Ν-5/Актин: .56 .03 .49

Фиг. 8

.60 .00

Евразийская патентная организация, ЕАПВ 
Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2
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