
(11) 029290 (13) Β1(19) Евразийское
патентное
ведомство

(12) ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(45) Дата публикации и выдачи патента 

2018.03.30
(21) Номер заявки

201491240
(22) Дата подачи заявки 

2012.12.21

(51) Ιπί. С1. &2Ν 15/09 (2006.01) 
С07К16/22 (2006.01) 
εΐ2Ν 1/15 (2006.01) 
Μ2Ν1/19 (2006.01) 
Μ2Ν1/21 (2006.01) 
Μ2Ν 5/10 (2006.01) 
Μ2Ν15/02 (2006.01) 
С12Р21/08 (2006.01)

(54) НОВОЕ АНТИТЕЛО ПРОТИВ СТСР ЧЕЛОВЕКА

(31) 2011-281811
(32) 2011.12.22
(33) ЛР
(43) 2014.11.28
(86) РСТ/ЛР2012/083206
(δϊ) \\'() 2013/094723 2013.06.27 
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

АСТЕЛЛАС ФАРМА ИНК. (ЛР)

(56) 1Ρ-Ά-2007525194
№0-А1-2007066823
№0-А1-1999033878
1Ρ-Ά-2004524841
1Ρ-Ά-2002532082
№0-А1-2010053751

(72) Изобретатель:
Ивасаки Содзи, Мория Риуити, 
Йосино Масаясу, Такакура Кодзи (ЛР)

(74) Представитель:
Медведев В.Н. (Κϋ)

029290 
Β

1
02

92
90

 Β1

(57) Проблема. Целью настоящего изобретения является предоставление антитела против СТОР 
человека, обладающего превосходной связывающей активностью и/или нейтрализующей 
активностью по сравнению с обычными антителами против СТОР человека, а также способа 
профилактики или лечения различных заболеваний, в патогенез которых вовлечен СТОР человека, 
включая заболевания почек, такие как хроническая почечная недостаточность и диабетическая 
нефропатия, с использованием антитела против СТОР человека. Способы решения проблемы. 
Антитело против СТОР человека содержит вариабельную область тяжелой цепи, состоящую 
из аминокислотной последовательности 8ЕЦ ГО N0: 10; и вариабельную область легкой цепи, 
состоящую из аминокислотной последовательности 8ЕЦ ГО N0: 4.
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Область техники изобретения
Настоящее изобретение относится к новому антителу против СТОР человека. В частности, новое 

антитело против СТОР человека по настоящему изобретению представляет собой антитело против СТОР 
человека, обладающее превосходной связывающей активностью и/или нейтрализующей активностью по 
сравнению с обычными антителами против СТОР человека.

Уровень техники изобретения
СТОР (фактор роста соединительной ткани) представляет собой секретируемый белок, богатый ос­

татками цистеина, с молекулярной массой от примерно 36 до 38 кДа, принадлежащий к семейству ССЫ 
(непатентный документ 1); он, как известно, индуцируется ТОР-β, который может считаться наиболее 
важным фактором роста при фиброзе (непатентный документ 2). Вследствие этого предполагается, что 
ТОР-β индуцирует СТОР, а индуцированный СТОР стимулирует фиброз органов или тканей, и считает­
ся, что СТОР играет важную роль в фиброзе, клеточной пролиферации, метаболизме внеклеточного мат­
рикса, ангиогенезе, артериосклерозе и тому подобном (непатентный документ 3).

Стало известно, что в СТОР имеется множество доменов, которые взаимодействуют с другими фак­
торами. Известно, в числе прочего, что СТОР связан непосредственно с ТОР-β или ВМР4 через домен С 
Виллебранда и вызывает стимуляцию сигнализации ТОР-β или ингибирование сигнализации ВМР (непа­
тентный документ 4).

Стало известно, что экспрессия СТОР повышена при различных заболеваниях почек (например, 
хронической почечной недостаточности, диабетической нефропатии, гломерулосклерозе, 1дА- 
нефропатии, фокальном сегментарном гломерулосклерозе, АЫСА-связанном нефрите, остром прогрес­
сирующем гломерулонефрите, хронической нефропатии трансплантата, нефротическом синдроме, вол­
чаночном нефрите и мембранопролиферативном гломерулонефрите) (непатентный документ 5), и сооб­
щалось, что СТОР играет активную роль в фиброзе (непатентный документ 6).

Кроме того, сообщалось, что СТОР вовлечен в фиброз различных типов (склеродермию, интерсти­
циальное заболевание легких, фиброзные заболевания легких, такие как идиопатический пульмональный 
фиброз, фиброз, вызываемый хроническим гепатитом В или С, радиационный фиброз, фиброз, вызывае­
мый заживлением ран, а также гипертрофию и фиброз сердца), сосудистые пролиферативные заболева­
ния, диабетическую ретинопатию, злокачественные новообразования и тому подобное, и таким образом, 
предположительно СТОР может быть новой терапевтической мишенью (непатентные документы 7 и 8).

Вследствие этого, если возможно разработать моноклональное антитело, которое специфически 
связывается с СТОР и обладает способностью ингибировать различные активности СТОР, такое моно­
клональные антитело, как ожидается, будет полезным для диагностики, профилактики или лечения раз­
личных заболеваний, в патогенез которых вовлечен СТОР.

В качестве антитела, проявляющего ингибирующее действие в отношении СТОР человека, из тех, 
которые были изучены до настоящего времени, сообщалось о человеческих моноклональных антителах 
М84 и М320 (патентный документ 1), СЬЫ1 (патентный документ 2), мышином моноклональном антите­
ле СТОР-т2-1 (патентный документ 3) и тому подобных. Среди них, антитело СЬЫ1 было исследовано 
наиболее подробно, и его эффект был установлен на модели интерстициального пульмонального фибро­
за или модели почечного интерстициального фиброза с односторонней перевязкой мочеточника. СЬЫ1 
проходит клинические испытания (фаза II) под обозначением РО-3019.

Однако нельзя сказать, что обычные антитела обладают достаточной связывающей активностью 
для СТОР и обладают достаточно сильной нейтрализующей активностью в отношении СТОР с точки 
зрения терапевтической эффективности.

Как правило, примеры основных факторов, определяющих эффективные дозы фармацевтических 
препаратов на основе антител, включают связывающую активность или нейтрализующую активность, 
которую антитело имеет в отношении антигена, и количество антигена, присутствующего в организме. 
Однако можно сказать, что повышение связывающей активности или нейтрализующей активности непо­
средственно приводит к снижению дозы, и, в результате, это является очень полезным усовершенствова­
нием, приводящим к снижению финансового бремени пациента или медицинских расходов.

По этим причинам важно иметь антитело против СТОР человека, обладающее более сильной свя­
зывающей активностью или нейтрализующей активностью, чем обычные антитела, для использования в 
профилактике или лечении различных заболеваний, в патогенез которых вовлечен СТОР.

Материалы, использованные при экспертизе заявки
Патентные документы.
Патентный документ 1. 1Р-А-2000-232884.
Патентный документ 2. \УО 2004/108764.
Патентный документ 3. \УО 2007/066823.
Непатентные документы.
Непатентный документ 1. Втаййат Ό.Μ. е! а1., I. Се11. ΒίοΙ. 114: 1285-1294 (1991).
Непатентный документ 2. 1§ата8Ы А. е! а1., Μοί. Βίο1. Се11. 4: 637-645 (1993).
Непатентный документ 3. В1от Ι.Ε. е! а1., Ма!пх Βίο1. 21 (6): 473-82 (2002).
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Непатентный документ 4. ЛЬтеи, е! а1., Ыа1. Се11. ΒίοΙ. 4, 599-604 (2002).
Непатентный документ 5. Йо Υ. е! а1., КИпеу Ιη!. 53(4) 853-61 (1998).
Непатентный документ 6. Рйашкй М.К. е! а1., ЫерЬтоп Ехр №рйто1. 114(3) е83-92 (2010).
Непатентный документ 7. 81и-\Уеп X. е! а1., Су!окше Сго\у1Н Рае!от Кеу. 19(2): 133-44 (2008).
Непатентный документ 8. 1ип 1.1. е! а1., Ыа! Кеу Эгид Ωίδοον. 10(12): 945-63 (2011).

Описание изобретения
Проблема, решаемая с помощью изобретения.
Целью настоящего изобретения является предоставление антител против СТСР человека, обла­

дающих превосходной связывающей активностью и/или нейтрализующей активностью по сравнению с 
обычными антителами против СТСР человека.

Способы решения проблемы.
Настоящее изобретение включает следующие патентоспособные вещества и способы, имеющие ме­

дицинское и промышленное применение.
1. Антитело против СТСР человека, содержащее вариабельную область тяжелой цепи, состоящую 

из аминокислотной последовательности 8ЕС ГО N0: 10; и вариабельную область легкой цепи, состоя­
щую из аминокислотной последовательности 8ЕС ГО N0: 4.

2. Антитело против СТСР человека по п.1, в котором константная область тяжелой цепи антитела 
представляет собой константную область 1ду1 человека.

3. Антитело против СТСР человека по п.1, в котором константная область легкой цепи антитела 
представляет собой константную область 1дк человека.

4. Антитело против СТСР человека по п.1, в котором константная область тяжелой цепи антитела 
представляет собой константную область 1ду1 человека и константная область легкой цепи антитела 
представляет собой константную область 1дк человека.

5. Антитело против СТСР человека по п.1, содержащее тяжелую цепь, состоящую из аминокислот­
ной последовательности 8ЕС ГО N0: 12; и легкую цепь, состоящую из аминокислотной последователь­
ности 8ЕС ГО N0: 8.

6. Полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой 
цепи антитела по любому из пп.1-5.

7. Полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой 
цепи антитела по любому из пп.1-5.

8. Вектор экспрессии, содержащий полинуклеотид по п.6 и/или 7.
9. Клетка-хозяин, трансформированная вектором экспрессии по п.8.
10. Клетка-хозяин по п.9, которая выбрана из группы, состоящей из следующих (а) и (Ь):
(a) клетка-хозяин, трансформированная вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содер­

жащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи антитела по любому из 
пп.1-5, и полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой 
цепи данного антитела; и

(b) клетка-хозяин, трансформированная вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содер­
жащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи антитела по любому из 
пп.1-5, и вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содержащий последовательность, коди­
рующую вариабельную область легкой цепи данного антитела.

11. Способ получения антитела против СТСР человека по любому из пп.1-5, включающий экспрес- 
сирование антитела против СТСР человека путем культивирования клетки-хозяина по п.9 или 10.

12. Лекарственное средство для лечения заболевания, в патогенез которого вовлечен СТСР челове­
ка, содержащее антитело по любому из пп.1-5.

13. Лекарственное средство по п.12, при этом заболевание представляет собой заболевание почек.
14. Лекарственное средство по п.13, при этом заболевание почек представляет собой хроническую 

почечную недостаточность или диабетическую нефропатию.
15. Способ профилактики или лечения заболевания, в патогенез которого вовлечен СТСР человека, 

включающий введение антитела по любому из пп.1-5.
16. Способ по п.15, при этом заболевание представляет собой заболевание почек.
17. Способ по п.16, при этом заболевание почек представляет собой хроническую почечную недос­

таточность или диабетическую нефропатию.
18. Антитело по любому из пп.1-5 для применения в профилактике или лечении заболевания, в па­

тогенез которого вовлечен СТСР человека.
19. Антитело по п.18, при этом заболевание представляет собой заболевание почек.
20. Антитело по п.19, при этом заболевание почек представляет собой хроническую почечную не­

достаточность или диабетическую нефропатию.
Эффекты изобретения

Настоящее изобретение относится к антителам против СТСР человека, обладающим превосходной 
связывающей активностью и/или нейтрализующей активностью по сравнению с обычными антителами
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против СТОР человека. Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению обладает мощным 
антифиброзным действием за счет ингибирования функции СТОР человека и применимо для профилак­
тики или лечения различных заболеваний, в патогенез которых вовлечен СТОР человека. Кроме того, 
антитело против СТОР человека по настоящему изобретению обеспечивает значительные преимущества 
при клиническом применении, такие как уменьшение дозировки, увеличение интервала между введе­
ниями, упрощение способа введения (например, подкожная инъекция) и тому подобное, и таким обра­
зом, вносит значительный вклад в повышение эффективности лечения и в соблюдение пациентами ре­
жима лечения.

Варианты осуществления изобретения
Далее в данном документе настоящее изобретение будет описано подробно.
Авторы настоящего изобретения провели обширные исследования по получению антител против 

СТОР человека, и в результате им удалось получить антитела против СТОР человека, обладающие 
улучшенной связывающей активностью и превосходной нейтрализующей активностью по сравнению с 
обычными антителами против СТОР человека.

Основная структура молекулы антитела является общей для всех классов антител, и она сконфигу­
рирована из тяжелой цепи с молекулярной массой от 50000 до 70000 и легкой цепи с молекулярной мас­
сой от 20000 до 30000. Тяжелая цепь, как правило, состоит из полипептидной цепи, содержащей пример­
но 440 аминокислот. Тяжелые цепи имеют структуры, характерные для различных классов, и носят на­
звания γ, μ, α, δ и ε цепи, соответственно, для 1дО, 1дМ, 1дА, 1§О и 1дЕ. Более того, 1дО существуют в 
виде 1дО1, 1дО2, 1дО3 и 1дО4, и соответствующие цепи называются γ1, γ2, γ3 и γ4 соответственно. Легкая 
цепь, как правило, состоит из полипептидной цепи, содержащей примерно 220 аминокислот, для которой 
известно два типа, тип Ь и тип К, и они называются λ и к цепи соответственно. Что касается пептидной 
конфигурации основной структуры молекулы антитела, две гомологичные тяжелые цепи и две гомоло­
гичные легкие цепи связаны дисульфидными связями (δ-δ связями) и нековалентными связями, и моле­
кулярная масса составляет от 150000 до 190000. Два вида легких цепей способны образовывать пары с 
любой тяжелой цепью. Каждая молекула антитела всегда состоит из двух идентичных легких цепей и 
двух идентичных тяжелых цепей.

Существует четыре внутрицепочечных δ-δ связи в тяжелой цепи (пять связей для μ и ε цепей) и две 
в легкой цепи; одна петля образуется на 100-110 аминокислотных остатков, эта пространственная струк­
тура γ петель является схожей и называется структурной единицей или доменом. Как для тяжелых цепей, 
так и для легких цепей, аминокислотная последовательность домена, расположенного на их Ν-конце, не 
является постоянной, даже в эталонном стандарте из того же класса (подкласса) у одних и тех же видов 
животных, и этот домен называется вариабельной областью. Каждый из доменов называется вариабель­
ной областью тяжелой цепи (Ун) и вариабельной областью легкой цепи (Уъ) соответственно. Аминокис­
лотная последовательность на С-концевой стороне цепей является почти постоянной в каждом классе 
или подклассе и называется константной областью (каждый из доменов называется Сн1, Сн2, Сн3 и Сь 

соответственно).
Сайт антигенной детерминанты антитела образован Ун и Уъ, и специфичность связывания зависит 

от аминокислотной последовательности данного сайта. С другой стороны, виды биологической активно­
сти, такие как связывание с комплементом или различными клетками, отражают различия в структуре 
константной области между различными классами 1д.

Вариабельность в вариабельных областях легкой цепи и тяжелых цепей главным образом ограни­
чена тремя небольшими гипервариабельными областями, существующими в обеих цепях, и эти области 
называются определяющими комплементарность областями (СОК; СОК1, СОК2 и СОК3, начиная с Ν- 
концевой стороны). Остальная часть вариабельной области называется каркасной областью (РК) и явля­
ется относительно постоянной.

Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению, которое авторам настоящего изобре­
тения удалось получить, представляет собой антитело против СТОР человека, обладающее следующими 
характеристиками.

Антитело против СТОР человека, содержащее вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из 
аминокислотной последовательности δΕΟ ГО ΝΟ: 10, и вариабельную область легкой цепи, состоящую 
из аминокислотной последовательности δΕΟ ГО ΝΟ: 4.

В частности, авторы настоящего изобретения сконструировали антитела с использованием спосо­
бов получения человеческих моноклональных антител при помощи мышей "Уе1ос1ттипе" [Уе1ос1ттипе 
апйЬобу 1есЬио1о§у; Кедепегоп 1пс. (патент США № 6596541)] и провели скрининг антител с использова­
нием тестов для различных видов биологической активности и физических свойств, таким способом им 
удалось идентифицировать антитело против СТОР человека по настоящему изобретению. В способе Уе- 
1ос1ттипе трансгенных мышей, у которых эндогенные вариабельные области тяжелой цепи и легкой 
цепи иммуноглобулинов заменены соответствующими человеческими вариабельными областями, имму­
низируют интересующим антигеном (например, СТОР человека), и лимфатические клетки извлекают из 
мышей, продуцирующих антитела. Проводят слияние лимфатических клеток с клетками миеломы мыши
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для получения гибридом. Клетки гибридом подвергают скринингу для обнаружения клеток гибридом, 
продуцирующих такие антитела, которые специфически связываются с интересующим антигеном. Полу­
ченные таким образом антитела представляют собой антитела, имеющие вариабельные области антител 
человека и константные области антител мыши (их также называют химерными антителами). Затем, если 
антитело, которое специфически связывается с интересующим антигеном, идентифицировано, ДНК, ко­
дирующие вариабельные области тяжелой цепи и легкой цепи антитела, выделяют из клеток гибридом и 
связывают с ДНК, кодирующими константные области тяжелой цепи и легкой цепи желаемого класса 
антитела человека соответственно. Полученный ген, кодирующий тяжелую цепь и легкую цепь антитела, 
экспрессируют в клетках (например, клетках СНО) для получения молекул антитела. Тяжелая цепь и 
легкая цепь антитела, полученного вышеуказанным способом, представляют собой тяжелую цепь и лег­
кую цепь "полностью человеческого" антитела, происходящего из гена иммуноглобулина человека.

Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению может быть легко получено специа­
листом в данной области на основании информации о последовательности вариабельной области тяже­
лой цепи и вариабельной области легкой цепи, раскрытой в настоящем описании, с использованием спо­
собов, известных в данной области. Предпочтительно антитело против СТОР человека по настоящему 
изобретению можно получать в виде полностью человеческого антитела путем соединения вариабельной 
области тяжелой цепи и вариабельной области легкой цепи с константной областью тяжелой цепи и кон­
стантной областью легкой цепи антитела человека соответственно. В частности, получают фрагмент гена 
вариабельной области тяжелой цепи, имеющий последовательность оснований, кодирующую аминокис­
лотную последовательность вариабельной области тяжелой цепи (8ЕЦ ГО N0: 10) антитела по настоя­
щему изобретению, и фрагмент гена вариабельной области легкой цепи, имеющий последовательность 
оснований, кодирующую аминокислотную последовательность вариабельной области легкой цепи (8ЕЦ 
ГО N0: 4) антитела по настоящему изобретению. Далее эти гены вариабельных областей соединяют с 
генами константных областей соответствующего класса антитела человека для получения гена полно­
стью человеческого антитела. Затем ген данного антитела связывают с соответствующим вектором экс­
прессии и вводят в культивируемые клетки. И, наконец, культивируемые клетки культивируют, и из 
культурального супернатанта можно получать моноклональное антитело.

Генные фрагменты, кодирующие аминокислотные последовательности вариабельной области тяже­
лой цепи и вариабельной области легкой цепи антитела по настоящему изобретению, можно синтезиро­
вать с использованием метода генного синтеза, известного в данной области, на базе, например, последо­
вательностей оснований, разработанных на основе аминокислотных последовательностей вариабельных 
областей тяжелой цепи и легкой цепи. В качестве такого метода генного синтеза можно использовать 
различные методы, известные специалистам в данной области, например метод синтеза генов антител, 
описанный в \У0 90/07861.

Затем вышеописанные фрагменты генов вариабельных областей соединяют с генами константных 
областей антитела человека для получения гена полностью человеческого антитела. Хотя любой под­
класс константной области (например, константную область тяжелой цепи, такой как γ1, γ2, γ3 или γ4 
цепь, и константную область легкой цепи, такой как λ или к цепь) можно выбирать в качестве исполь­
зуемой константной области антитела человека, предпочтительно можно использовать 1ду 1 человека в 
качестве константной области тяжелой цепи и 1§к человека в качестве константной области легкой цепи.

После получения этого гена полностью человеческого антитела введение гена антитела в вектор 
экспрессии, введение вектора экспрессии в культивируемые клетки, культивирование культивируемых 
клеток, очистку антитела и тому подобное можно осуществлять при помощи различных способов, из­
вестных в данной области.

Вектор экспрессии, связанный с геном антитела, полученного указанным образом, включает О8 
вектор рЕЕ6.4 или рЕЕ12.4 (Ьоп/а Βίοίο^ίοδ), но не имеет конкретных ограничений при условии, что он 
способен экспрессировать такой ген антитела. Кроме того, можно использовать вектор экспрессии, уже 
содержащий ген константной области 1§ человека, такой как Α0-γ1 или АО-к (например, см. \У0 
94/20632).

Вышеописанный вектор экспрессии вводят в культивируемые клетки с помощью, например, метода 
с фосфатом кальция или метода электропорации и тому подобных методов.

В качестве культивируемых клеток, в которые вводят вектор экспрессии, можно использовать куль­
тивируемые клетки, такие как клетки СН0-К18У, клетки СН0-ЭО44 и клетки 293, и эти клетки можно 
культивировать общепринятым способом.

После вышеописанного культивирования антитело, накопившееся в культуральном супернатанте, 
можно очищать различными методами колоночной хроматографии, например различными хроматогра­
фическими методами с использованием колонки с протеином А или протеином О.

Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению представляет собой антитело, кото­
рое связывается с СТОР человека. Примеры метода измерения связывающей активности полученного 
антитела против СТОР человека с СТОР человека включают метод ЕЬРЗА и аналитический метод по­
верхностного плазмонного резонанса (ППР) (§РК). Например, при использовании метода ЕЬ1§А, СТОР
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человека (8ЕО ΙΌ N0: 14) иммобилизуют на планшете для ЕЫ§Л, туда же добавляют антитело против 
СТОР человека и оставляют для проведения реакции между ними. Затем полученному продукту реакции 
дают возможность реагировать со вторичным антителом, таким как анти-1§О антитело, меченное фер­
ментом, таким как пероксидаза хрена (ИКР), и промывают. Затем измеряют поглощение, добавляя хро­
могенный субстрат (например, хромогенный реагент ТМВ в случае мечения НКР). Кроме того, можно 
измерять связывающую активность в отношении СТОР человека более детально с использованием ана­
лиза ПНР. При проведении анализа ППР, например, можно использовать систему В1асоге для измерения 
константы скорости ассоциации (ка) и константы скорости диссоциации (кй) между антителом против 
СТОР человека и СТОР человека и, таким образом, можно рассчитывать константу диссоциации (ΚΌ) из 
отношения двух констант. Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению также включает 
антитело, которое также связывает СТОР от других животных (например, СТОР мыши), и можно изме­
рять его связывающую активность в отношении данного белка.

Кроме того, антитело против СТОР человека по настоящему изобретению обладает нейтрализую­
щей активностью в отношении СТОР человека. Используемый в настоящем описании термин "нейтрали­
зующая активность" антитела означает способность ингибировать любую биологическую активность, 
проявляемую СТОР, в результате связывания с СТОР, и она может быть оценена применительно к одно­
му или более видам биологической активности СТОР в виде индекса. Примеры такой нейтрализующей 
активности включают ингибирующее действие на синтез коллагена в фибробластах, полученных из поч­
ки (ингибирование фиброза), и нейтрализующую активность можно оценивать с использованием метода, 
описанного в примерах ниже.

Для более подробной оценки эффектов антитела против СТОР человека по настоящему изобрете­
нию можно также использовать тест ίη νΐνο на эффективность антитела. Например, эффективность анти­
тела ίη νΐνο можно оценивать, оценивая функцию почек в мышиной модели хронической почечной не­
достаточности или в крысиной модели нефрита, как описано в примерах ниже.

Кроме того, методы оценки различных типов стабильности (например, термостабильности, ста­
бильности при длительном хранении и стабильности при высоких концентрациях) антитела против 
СТОР человека по настоящему изобретению включают метод дифференциальной сканирующей калори­
метрии и метод, позволяющий измерять образование агрегатов в процессе хранения.

Предпочтительно антитело против СТОР человека по настоящему изобретению можно легко полу­
чать путем синтеза ДНК, содержащей последовательность оснований, кодирующую аминокислотную 
последовательность вариабельной области тяжелой цепи 8Е0 ГО N0: 10, и ДНК, содержащей последова­
тельность оснований, кодирующую аминокислотную последовательность вариабельной области легкой 
цепи 8Е0 ГО N0: 4, и связывания этих ДНК с генами константных областей соответствующего класса 
антитела человека, предпочтительно геном константной области Ι§γ1 человека для тяжелой цепи и геном 
константной области 1§к человека для легкой цепи, так, чтобы сконструировать ген полностью человече­
ского антитела с помощью методов, известных в данной области, и введения гена полностью человече­
ского антитела в вектор экспрессии, введения вектора экспрессии в культивируемую клетку, культиви­
рования культивируемой клетки и очистки антитела из полученной культуры при помощи различных 
методов, известных в данной области. Предпочтительно ДНК, содержащая последовательность основа­
ний, кодирующую аминокислотную последовательность вариабельной области тяжелой цепи 8Е0 ГО 
N0: 10, содержит последовательность оснований 8Е0 ГО N0: 9. Предпочтительно ДНК, содержащая 
последовательность оснований, кодирующую аминокислотную последовательность вариабельной облас­
ти легкой цепи 8Е0 ГО N0: 4, содержит последовательность оснований 8Е0 ГО N0: 3.

Предпочтительной тяжелой цепью антитела против СТОР человека по настоящему изобретению, 
содержащей вариабельную область тяжелой цепи 8Е0 ГО N0: 10, и константную область Ι§γ 1 человека, 
является тяжелая цепь, состоящая из аминокислотной последовательности 8Е0 ГО N0: 12. Предпочти­
тельной легкой цепью антитела против СТОР человека по настоящему изобретению, содержащей вариа­
бельную область легкой цепи 8Е0 ГО N0: 4, и константную область 1§к человека, является легкая цепь, 
состоящая из аминокислотной последовательности 8Е0 ГО N0: 8. Предпочтительно ДНК, содержащая 
последовательность оснований, кодирующую тяжелую цепь антитела против СТОР человека, состоящую 
из аминокислотной последовательности 8Е0 ГО N0: 12, содержит последовательность оснований 8Е0 
ГО N0: 11. Предпочтительно ДНК, содержащая последовательность оснований, кодирующую легкую 
цепь антитела против СТОР человека, состоящую из аминокислотной последовательности 8Е0 ГО N0: 8, 
содержит последовательность оснований 8Е0 ГО N0: 7. Антитело против СТОР человека по настоящему 
изобретению, которое содержит тяжелую цепь, состоящую из аминокислотной последовательности 8Е0 
ГО N0: 12, и легкую цепь, состоящую из аминокислотной последовательности 8Е0 ГО N0: 8, включает 
полностью человеческое антитело 37-45-МН1, описанное в примерах ниже.

Настоящее изобретение также включает антитело против СТОР человека, которое содержит вариа­
бельную область тяжелой цепи, содержащую СГОКЕ состоящую из аминокислотной последовательности 
в положениях 31-35 в 8Е0 ГО N0: 10, СГОК2. состоящую из аминокислотной последовательности в по­
ложениях 50-66 в 8Е0 ГО N0: 10, и СИКЗ, состоящую из аминокислотной последовательности в поло­
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жениях 99-108 в §ЕЦ ГО N0: 10, и вариабельную область легкой цепи, содержащую СГОКЕ состоящую из 
аминокислотной последовательности в положениях 24-35 в §ЕЦ ГО N0: 4, СГОК2, состоящую из амино­
кислотной последовательности в положениях 51-57 в §ЕЦ ГО N0: 4, и СИКЗ, состоящую из аминокис­
лотной последовательности в положениях 90-98 в §ЕЦ ГО N0: 4. Антитело против СТОР человека может 
быть также получено специалистами в данной области такими методами, как те, которые описаны выше.

Настоящее изобретение также включает фрагменты антитела против СТОР человека, такие как 
фрагмент одноцепочечной вариабельной области (бсРу), РаЬ, РаЬ' и Р(аЬ')2, которые содержат вариабель­
ную область тяжелой цепи и вариабельную область легкой цепи антитела по настоящему изобретению и 
сохраняют активность антитела. Любой специалист в данной области на основе настоящего изобретения 
может сконструировать слитое антитело из антитела или фрагмента антитела против СТОР человека и 
другого пептида или белка и может также сконструировать модифицированное антитело, с которым свя­
зано модифицирующее средство. Другой пептид или белок, используемый для слияния, не имеет кон­
кретных ограничений при условии, что он не снижает связывающую активность антитела; их примеры 
включают сывороточный альбумин человека, различные маркерные пептиды, пептид с искусственным 
спиральным мотивом, связывающие мальтозу белки, глутатион-§-трансферазу, различные токсины, дру­
гие пептиды или белки, способные стимулировать мультимеризацию, и тому подобное. Модифицирую­
щее средство, используемое для модификации, не имеет конкретных ограничений при условии, что оно 
не снижает связывающую активность антитела; их примеры включают полиэтиленгликоль, сахарные 
цепи, фосфолипиды, липосомы, низкомолекулярные соединения и тому подобное.

Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению, полученное таким образом, можно 
дополнительно очищать по мере необходимости, а затем его можно формулировать обычным способом, 
и таким образом, его можно использовать для профилактики или лечения заболеваний, в патогенез кото­
рых вовлечен СТОР, например заболеваний почек, таких как хроническая почечная недостаточность и 
диабетическая нефропатия, сосудистых пролиферативных заболеваний, кардиомиопатии, фибропласти­
ческого заболевания печени, пульмонального фиброза, фиброзного заболевания кожи, диабетической 
ретинопатии и злокачественного новообразования.

Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению предпочтительно можно использо­
вать в качестве лекарственного средства при заболеваниях почек и более предпочтительно лекарственно­
го средства при хронической почечной недостаточности или диабетической нефропатии. Примеры пре­
паратов для этих или тому подобных лекарственных средств включают парентеральные средства, такие 
как инъекционное средство и инфузионное средство, и их предпочтительно вводить внутривенным вве­
дением, подкожным введением или тому подобными способами. Кроме того, для препарата в фармацев­
тически приемлемом диапазоне можно использовать носитель или добавку, соответствующие этим пре­
паратам.

Количество антитела против СТОР человека по настоящему изобретению, добавленное в вышеопи­
санный препарат, варьируется в зависимости от тяжести симптомов и возраста пациента, лекарственной 
формы используемого препарата или титра связывания антитела и тому подобного; например можно ис­
пользовать от примерно 0,001 до 100 мг/кг антитела.

Настоящее изобретение также относится к полинуклеотиду, содержащему последовательность, ко­
дирующую антитело против СТОР человека по настоящему изобретению, и к содержащему его вектору 
экспрессии. Настоящее изобретение также относится к полинуклеотиду, содержащему последователь­
ность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи антитела против СТОР человека по настояще­
му изобретению, и полинуклеотиду, содержащему последовательность, кодирующую вариабельную об­
ласть легкой цепи антитела против СТОР человека по настоящему изобретению, а также к вектору экс­
прессии, содержащему любой или оба из них. Вектор экспрессии по настоящему изобретению не имеет 
конкретных ограничений при условии, что он способен экспрессировать ген, кодирующий антитело по 
настоящему изобретению или его вариабельную область тяжелой цепи, и/или вариабельную область лег­
кой цепи в различных клетках-хозяевах из прокариотических клеток и/или эукариотических клеток, и 
продуцировать эти полипептиды. Примеры векторов включают плазмидные векторы, вирусные векторы 
(например, аденовирусный, ретровирусный) и тому подобное. Предпочтительно вектор экспрессии по 
настоящему изобретению содержит либо полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую 
тяжелую цепь или легкую цепь вышеописанного антитела по настоящему изобретению, либо как поли­
нуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую тяжелую цепь антитела по настоящему изо­
бретению, так и полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую легкую цепь антитела 
по настоящему изобретению.

Вектор экспрессии по настоящему изобретению может содержать промотор, функционально свя­
занный с геном, который кодирует антитело против СТОР человека по настоящему изобретению или его 
вариабельную область тяжелой цепи, и/или вариабельную область легкой цепи. Промотор для экспрес­
сии гена, кодирующего антитело по настоящему изобретению или его вариабельную область тяжелой 
цепи и/или вариабельную область легкой цепи, в бактерии включает, например, промотор Тгр, промотор 
1ас, промотор гесА, промотор ХРЬ, промотор 1рр, промотор 1ас и тому подобные, если хозяин является 
бактерией из рода ЕксЬегюЫа. Промотор для экспрессии в дрожжах включает, например, промотор РН05,
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промотор РОК, промотор ОЛР и промотор ΆΌΗ, и некоторые примеры промотора для экспрессии в бак­
терии рода ВасШик включают промотор 8Ь01, промотор 8Р02, промотор репР и тому подобные. Если 
хозяин представляет собой эукариотическую клетку, такую как клетка млекопитающего, промотор 
включает промотор из §У40, промотор ретровируса, промотор белка теплового шока и тому подобное.

Если бактерию, в частности ЕксйепсЫа сой, используют в качестве клетки-хозяина, вектор экспрес­
сии по настоящему изобретению может дополнительно содержать инициирующий кодон, стоп-кодон, 
область терминатора и репликативную единицу. Если в качестве хозяина используют дрожжи, животную 
клетку или клетку насекомого, вектор экспрессии по настоящему изобретению может содержать ини­
циирующий кодон и стоп-кодон. В этом случае он может содержать последовательность энхансера, не­
кодирующие области на 5'-конце и З'-конце гена, кодирующего антитело по настоящему изобретению 
или его вариабельную область тяжелой цепи или вариабельную область легкой цепи, сигнальную после­
довательность секреции, участок сплайсинга, область полиаденилирования, репликативную единицу или 
тому подобное. Кроме того, он может содержать обычно используемый селективный маркер (например, 
ген устойчивости к тетрациклину, ген устойчивости к ампициллину, ген устойчивости к канамицину, ген 
устойчивости к неомицину, ген дигидрофолат редуктазы) в соответствии с предполагаемым использова­
нием.

Настоящее изобретение также относится к трансформанту с введенным геном, кодирующим анти­
тело по настоящему изобретению или его вариабельную область тяжелой цепи, и/или вариабельную об­
ласть легкой цепи. Такой трансформант можно получать, например, трансформируя клетку-хозяина век­
тором экспрессии по настоящему изобретению. Клетка-хозяин, которую используют для получения 
трансформанта, не имеет конкретных ограничений при условии, что она подходит для вышеуказанного 
вектора экспрессии и является трансформируемой; примеры клетки-хозяина включают различные клет­
ки, например природные клетки или искусственно созданные клетки, обычно используемые в области 
техники настоящего изобретения (например, бактерии (бактерии рода ЕксйейсЫа, бактерии рода 
ВасШик), дрожжи (рода 8ассйатотусек, рода РюЫа и тому подобные), клетки животных или клетки насе­
комых (например, 8Т9) и тому подобные. Трансформацию можно осуществлять любым способом, из­
вестным как таковой.

Предпочтительно трансформант по настоящему изобретению представляет собой клетку-хозяина, 
трансформированную вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содержащий последователь­
ность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи антитела по настоящему изобретению, и поли­
нуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой цепи антитела 
по настоящему изобретению, или клетку-хозяин, трансформированную вектором экспрессии, содержа­
щим полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой 
цепи антитела по настоящему изобретению, и вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содер­
жащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой цепи антитела по настоящему 
изобретению. Более предпочтительно трансформант по настоящему изобретению представляет собой 
клетку-хозяин, трансформированную вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содержащий 
последовательность, кодирующую тяжелую цепь антитела по настоящему изобретению, как описано 
выше, и полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую легкую цепь антитела по на­
стоящему изобретению, или клетку-хозяин, трансформированную вектором экспрессии, содержащим 
полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую тяжелую цепь антитела по настоящему 
изобретению, как описано выше, и вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содержащий по­
следовательность, кодирующую легкую цепь антитела по настоящему изобретению.

Кроме того, настоящее изобретение относится к способу получения антитела против СТОР челове­
ка по настоящему изобретению, включающему экспрессирование гена, кодирующего антитело по на­
стоящему изобретению или его вариабельную область тяжелой цепи и/или вариабельную область легкой 
цепи, в клетке-хозяине, то есть с использованием такого трансформанта. Предпочтительно клетка- 
хозяин, используемая в способе, представляет собой клетку-хозяин, трансформированную вектором экс­
прессии по настоящему изобретению, как описано выше, и вектор экспрессии может содержать поли­
нуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи антите­
ла по настоящему изобретению, и полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую ва­
риабельную область легкой цепи антитела по настоящему изобретению, отдельно или одновременно.

При получении антитела против СТОР человека по настоящему изобретению трансформант можно 
культивировать в питательной среде. Питательная среда предпочтительно содержит источник углерода и 
источник неорганического азота или источник органического азота, которые необходимы для роста 
трансформанта. Примеры источника углерода включают глюкозу, декстран, растворимый крахмал, саха­
розу и тому подобное; примеры источника неорганического азота или источника органического азота 
включают соли аммония, нитраты, аминокислоты, кукурузный экстракт, пептон, казеин, мясной экс­
тракт, соевый жмых, картофельный экстракт и тому подобное. При желании, в среде могут содержаться 
и другие добавки (например, неорганические соли (например, хлорид кальция, дигидрофосфат натрия, 
хлорид магния), витамины, антибиотики (например, тетрациклин, неомицин, ампициллин, канамицин и 
тому подобное) и тому подобное).
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Культивирование трансформанта осуществляют способом, известным как таковой. Условия куль­
тивирования, например температура, рН среды и время культивирования, выбирают соответствующим 
образом. Например, если хозяином является клетка животного, в качестве среды можно использовать 
среду МЕМ (§с1еисе, Уо1. 122, р. 501, 1952), среду ΌΜΕΜ (У1го1оду, Уо1. 8, р. 396, 1959), среду 
ЕРМ11640 (Р Ат. Мей. Аккос, Уо1. 199, р. 519, 1967), среду 199 (Ргос. 8ос. Ехр. Вю1. Мей., Уо1. 73, р. 1, 
1950) и тому подобные, содержащие примерно от 5 до 20% эмбриональной бычьей сыворотки. рН среды 
предпочтительно составляет примерно 6-8, культивирование, как правило, проводят при температуре 
примерно от 30 до 40°С в течение примерно 15-72 ч, и при необходимости можно проводить аэрацию 
или перемешивание. Если хозяином является клетка насекомого, например, можно упомянуть среду 
Грейса (Ргос. ЫаН. Асай. δα. ΌδΑ, Уо1. 82, р. 8404, 1985) и тому подобные, с содержанием эмбриональ­
ной бычьей сыворотки, и ее рН предпочтительно составляет примерно 5-8. Культивирование, как прави­
ло, проводят при температуре примерно от 20 до 40°С в течение 15-100 ч, и при необходимости можно 
проводить аэрацию или перемешивание. Если хозяином является бактерия, актиномицеты, дрожжи или 
мицелиальные грибы, подходящей является, например, жидкая среда, содержащая вышеописанные ис­
точники питательных веществ. Среда с рН 5-8 является предпочтительной. Если хозяином является Е. 
сой, предпочтительные примеры среды включают среду ЬВ, среду М9 (МШег е1 а1., Ехр. Мо1. Сепе!, Со1й 
8рг1и§ НагЪог ЬаЪогаФгу, р. 431, 1972) и тому подобные. В этом случае культивирование, как правило, 
можно проводить при температуре от 14 до 43°С в течение примерно 3-24 ч, при этом, при необходимо­
сти, проводить аэрацию или перемешивание. Если хозяином является бактерия рода Васй1ик, культиви­
рование, как правило, можно проводить при температуре от 30 до 40°С в течение примерно 16-96 ч, при 
этом, при необходимости, проводить аэрацию или перемешивание. Если хозяином являются дрожжи, 
примеры среды включают минимальную среду Буркхольдера (Вокйаи, Ргос. ЫаН. Асай. δα. υδΑ, Уо1. 77, 
р. 4505, 1980), и рН среды желательно составляет 5-8. Культивирование, как правило, проводят при тем­
пературе примерно от 20 до 35°С в течение примерно 14-144 ч, и при необходимости, можно проводить 
аэрацию или перемешивание.

При культивировании трансформанта, описанного выше, антитело против СТСР человека по на­
стоящему изобретению можно извлекать, предпочтительно выделять и очищать из трансформанта. При­
меры методов выделения и очистки включают методы, основанные на разнице в растворимости, такие 
как высаливание и осаждение растворителем; методы, основанные на разнице в молекулярной массе, 
такие как диализ, ультрафильтрация, гель-фильтрация и электрофорез в полиакриламидном геле с доде­
цилсульфатом натрия; методы, основанные на наличии электрического заряда, такие как ионообменная 
хроматография и хроматография на гидроксилапатите; методы, основанные на специфической аффинно­
сти, такие как аффинная хроматография; методы, основанные на различиях в гидрофобности, такие как 
обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография; методы, основанные на различиях в 
изоэлектрической точке, такие как изоэлектрофокусирование, и тому подобные.

Хотя настоящее изобретение, в целом, было описано выше, конкретные примеры приведены в дан­
ном документе лишь для лучшего понимания настоящего изобретения. Данные примеры предназначены 
исключительно для иллюстративных целей и не ограничивают объем настоящего изобретения.

Примеры
Процедуры, выполняемые с использованием набора или реагента и тому подобного, проводили в 

соответствии с прилагаемым протоколом, если не указано иное.
Пример 1. Получение белка СТСР из различных источников.
Авторы настоящего изобретения получали белок СТСР человека в качестве антигена для получения 

анти-СТСР антитела. Полноразмерный ген (δΕΟ ΙΌ N0: 13) СТСР человека лигировали в вектор экс­
прессии (рсЭЫЛ3.1; Шуйгодей), и созданный таким образом вектор вводили генетическим методом в 
клетку Ргеек1у1е 293 (Шуйгодеп) с использованием реагента Ргеек1у1е МАХ (Шуйгодеп) в качестве реаген­
та для введения гена. Эту клетку культивировали в бессывороточной культуральной системе с использо­
ванием экспрессионной среды Ргеек1у1е 293 (Шуйгодеп), а затем получали культуральный супернатант, 
содержащий белок СТСР человека. Белок очищали из полученного таким образом культурального су­
пернатанта, используя колонку с гепарином ШТгар и колонку с СМ (СЕ Неаййсаге Зарап), а затем ис­
пользовали в экспериментах, как описано далее. Белки СТСР мыши, крысы и обезьяны получали таким 
же методом.

Пример 2. Иммунизация мыши Уе1ос1ттипе.
Антитело для СТСР человека получали путем иммунизации мыши Уе1ос1тшцпе. В целях повыше­

ния разнообразия получаемых антител авторы настоящего изобретения исследовали множество методов 
иммунизации, маршрутов введения, адъювантов, периодов иммунизации и тому подобного. В качестве 
иммуногена использовали очищенный СТСР человека и смешивали его с адъювантом для проведения 
иммунизации. В качестве способов введения изучали введение в подушечки лап и внутрибрюшинное 
введение. В качестве адъюванта изучали ТйегМах Со1й (Су1Рх Согрогайои), полный адъювант Фрейнда 
^1дта) и неполный адъювант Фрейнда ^1дта). Кроме того, изучали добавление в качестве иммуности­
мулятора олигонуклеотида СрС и геля фосфата алюминия (производства ВКЕЫЫТАС). Что касается пе­
риода иммунизации, иммунизацию проводили в течение периода времени от 3 до 14 недель. После неод­
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нократной иммунизации у мышей брали образцы крови из хвостовой вены для контролирования титра и 
таким образом выбирали мышей Уе1ос1ттипе, которые продуцировали антитела, связывающиеся с 
СТОР человека.

Титры измеряли стандартным методом ЕЫЗА, описанным ниже. 20 мкл раствора СТОР человека (1 
мкг/мл) в фосфатно-солевом буферном растворе (РВЗ) добавляли в планшет Мах18огр 384 (Ыипс, 1пс.) и 
иммобилизовали инкубацией в течение ночи при 4°С. На следующий день планшет промывали один раз 
100 мкл промывающего раствора (ТВЗТ: трис-буфер, содержащий 0,05% Т\уееп-20). а затем в него до­
бавляли 100 мкл блокирующего раствора (РВЗ, содержащий 1% БСА) и оставляли стоять при комнатной 
температуре в течение 1 ч. После однократного промывания 100 мкл промывающего раствора ТВЗТ го­
товили серию разведений плазмы из образцов крови и добавляли в планшет. После инкубации при ком­
натной температуре в течение 1 ч и трехкратного промывания по 100 мкл промывающего раствора ТВЗТ 
в планшет добавляли антитело козы против 1дО мыши, меченное пероксидазой хрена (НКР-антитело 
козы против 1дО мыши; 2утей БаЪогаЮпех 1пс.), которое разводили в 5000 раз промывающим раство­
ром ТВЗТ, содержащим 0,1% БСА (20 мкл). После инкубации при комнатной температуре в течение 1 ч 
планшет промывали три раза по 100 мкл промывающего раствора ТВЗТ. После добавления 40 мкл хро­
могенного реагента ТМВ (Зитйото ВакеЮе Со., Ый.) в планшет и выдерживания при комнатной темпе­
ратуре в течение 10 мин добавляли 40 мкл останавливающего раствора (2 моль/л серной кислоты) для 
остановки реакции и измеряли поглощение при длине волны 450 нм.

Пример 3. Получение гибридомы, продуцирующей антитело против СТОР человека.
Последнюю иммунизацию (внутривенным введением или внутрибрюшинным введением антигена) 

проводили для мыши, выбранной путем проверки возрастания титра антитела. Гибридому получали, со­
бирая лимфоциты из удаленной селезенки и лимфатических узлов иммунизированных мышей общепри­
нятым способом и проводя их слияние с клетками миеломы мыши ЗР2/0. Гибридому подвергали клони­
рованию методом серийных разведений, а затем антитело очищали из супернатанта на колонке с протеи­
ном А или протеином О. (ОЕ НеаНЪсаге 1арап).

Пример 4. Анализ ЕЫЗА.
Авторы настоящего изобретения оценивали специфичность связывания антитела к СТОР методом 

ЕЫЗА. 20 мкл раствора СТОР человека (1 мкг/мл) в РВЗ добавляли в планшет МахЕогр 384 (Яипс, 1пс.) 
и иммобилизовали инкубацией в течение ночи при 4°С. На следующий день планшет промывали один 
раз 100 мкл промывающего раствора (ТРВЗ: РВЗ, содержащий 0,05% Т^ееп-20), а затем в него добавля­
ли 100 мкл блокирующего раствора (РВЗ, содержащий 1% БСА) и оставляли стоять при комнатной тем­
пературе в течение 1 ч. После однократного промывания 100 мкл промывающего раствора ТВЗТ готови­
ли серию соответствующих разведений образца очищенного антитела и добавляли в планшет. После ин­
кубации при комнатной температуре в течение 1 ч планшет промывали три раза по 100 мкл промываю­
щего раствора ТВЗТ и добавляли антитело козы против 1дО мыши, меченное пероксидазой хрена (НКР- 
антитело козы против 1дО мыши; Ζ\'ΐικά БаЪогаЮпех 1пс.), которое разводили в 5000 раз промывающим 
раствором ТВЗТ, содержащим 0,1% БСА (20 мкл). После инкубации при комнатной температуре в тече­
ние 1 ч планшет промывали три раза по 100 мкл промывающего раствора ТВЗТ. После добавления 40 
мкл хромогенного реагента ТМВ (Зитйото ВакеШе Со., Ый.) в планшет и выдерживания при комнатной 
температуре в течение 10 мин добавляли 40 мкл останавливающего раствора (2 моль/л серной кислоты) 
для остановки реакции и измеряли поглощение при длине волны 450 нм. Каждое из антител тестировали 
в двойном повторе и величину ЕС50 определяли путем построения кривой по точкам.

В результате было подтверждено, что антитело, обозначенное 37-45, обладает высокой связываю­
щей активностью (ЕС50: 1,6 нг/мл).

Пример 5. Секвенирование антитела.
Для идентификации антитела 37-45 авторы настоящего изобретения клонировали ген, кодирующий 

тяжелую цепь и легкую цепь антитела из гибридомы. РНК экстрагировали из гибридомы и кДНК полу­
чали с использованием набора для амплификации кДНК (ЗМАРТег КАСЕ сПЫА АтрППсаОоп кй; С1оп- 
1еск). Затем проводили элонгацию и амплификацию вариабельных областей тяжелой цепи и легкой цепи 
методом ПЦР. Проводили рекомбинацию ПЦР-продуктов с вектором для субклонирования ПЦР- 
продуктов, например рСК3.1-ТОРО Циуйгодеи), а затем ген секвенировали на секвенаторе (АВ1 РК1ЗМ 
3100; АррПей ВюууЧетЦ.

Определенная последовательность оснований вариабельной области тяжелой цепи антитела 37-45 
приведена в ЗЕО ГО N0: 1 и ее аминокислотная последовательность приведена в ЗЕЦ ГО N0: 2, а опре­
деленная последовательность оснований вариабельной области легкой цепи антитела 37-45 приведена в 
ЗЕО ГО N0: 3 и ее аминокислотная последовательность приведена в ЗЕО ГО N0: 4.

Пример 6. Получение полностью человеческого антитела.
Для вышеописанного антитела вариабельная область получена из антитела человека, а константная 

область получена из антитела мыши. Вследствие этого, авторы настоящего изобретения заменили кон­
стантную область из антитела мыши на константную область из антитела человека для получения полно­
стью человеческого антитела (полностью человеческого 37-45). В частности, сигнальную последователь­
ность связывали с 5'-концом гена вариабельной области тяжелой цепи антитела, и ген константной об­
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ласти 1ду1 человека (Мап 8ипд Со. и так далее (1992) 1. 1ттипо1. Уо1. 148 (4): 1149-1154) связывали с З'- 
концом гена вариабельной области тяжелой цепи антитела. Ген тяжелой цепи встраивали в вектор С8 
(Ъоп/а Βίοίοβίοδ) рЕЕ6.4. При встраивании сайт распознавания фермента рестрикции ВЬуС1 в гене пре­
вращали в последовательность ДНК, которая не влияет на аминокислотную последовательность антите­
ла. Кроме того, сигнальную последовательность связывали с 5'-концом гена вариабельной области лег­
кой цепи антитела и ген константной области к-цепи человека (Мап 8ип§ Со. и так далее, выше) связы­
вали с З'-концом гена вариабельной области легкой цепи антитела. Ген легкой цепи встраивали в вектор 
08 рЕЕ12.4.

Для тяжелой цепи полученного полностью человеческого антитела 37-45 последовательность осно­
ваний приведена в 8Еф ГО N0: 5 и аминокислотная последовательность приведена в 8Еф ГО N0: 6, а для 
легкой цепи антитела последовательность оснований приведена в 8Еф ГО N0: 7 и аминокислотная по­
следовательность приведена в 8Еф ГО N0: 8.

Пример 7. Получение варианта сайта гликозилирования вариабельной области.
Аминокислотная последовательность вариабельной области тяжелой цепи полностью человеческо­

го антитела 37-45, описанного выше, содержит последовательность мотива гликозилирования К-типа N 
Х-(Т/8). В частности, в вариабельной области тяжелой цепи 8Еф ГО N0: 2, Акп в положении 58 в соот­
ветствии с нумерацией КаЬа! соответствует сайту гликозилирования. В случае присутствия сайта глико­
зилирования во время культивирования клеток происходит добавление сахарных цепей к антителу, одна­
ко известно, что добавление сахарных цепей зависит от условий культивирования или хозяина для экс­
прессии. То есть даже в случае одинаковых продуцирующих антитело клеток, полученных таким обра­
зом, существует вероятность того, что степень добавления сахарных цепей будет меняться в зависимости 
от условий культивирования (среды, концентрации клеток и тому подобного), и существует также веро­
ятность того, что возникнут сложности с получением медицинского препарата антитела одинакового 
качества. Вследствие этого, авторы настоящего изобретения получили полностью человеческое антитело 
(полностью человеческое 37-45-МН1), в котором внесены мутации в вариабельную область тяжелой це­
пи полностью человеческого антитела 37-45.

Для вариабельной области тяжелой цепи полученного полностью человеческого антитела 37-45- 
МН1 последовательность оснований приведена в 8Еф ГО N0: 9 и аминокислотная последовательность 
приведена в 8Еф ГО N0: 10. Для тяжелой цепи полученного полностью человеческого антитела 37-45- 
МН1 последовательность оснований приведена в 8Еф ГО N0: 11 и аминокислотная последовательность 
приведена в 8Еф ГО N0: 12. Легкая цепь полностью человеческого антитела 37-45-МН1 является такой 
же, как легкая цепь полностью человеческого антитела 37-45.

СЭК1, СЭК2 и СЭК3 вариабельной области тяжелой цепи полностью человеческого антитела 37- 
45-МН1 составляют область из положений 31-35, 50-65 и 95-102 в вариабельной области тяжелой цепи, 
согласно нумерации КаЬаЕ соответственно, что соответствует аминокислотной последовательности в 
положениях 31-35, 50-66 и 99-108 в 8Еф ГО N0: 10 соответственно. СЭРЕ СГОР2 и СГОР3 вариабельной 
области легкой цепи полностью человеческого антитела 37-45-МН1 составляют область из положений 
24-34, 50-56 и 89-97 в вариабельной области легкой цепи, согласно нумерации КаЬаЕ соответственно, что 
соответствует аминокислотной последовательности в положениях 24-35, 51-57 и 90-98 в 8Еф ГО N0: 4 
соответственно.

Пример 8. Экспрессия и очистка полностью человеческого антитела.
Вектор 08, в который гены тяжелой цепи и легкой цепи каждого описанного выше антитела, пол­

ностью человеческого 37-45 и полностью человеческого 37-45-МН1, были встроены, расщепляли фер­
ментами рестрикции и Руи1 и лигировали с использованием набора Ыдайоп-Сопуешепсе (NIΡΡ0N- 
0ЕНЕ) или Ыдайоп-Ыдк (Τ0Υ0Β0) для конструирования вектора 08, в котором были встроены гены 
как тяжелой цепи, так и легкой цепи. Этот вектор кодирует полноразмерные тяжелую и легкую цепи, и 
глутамин-синтетазу, и он был трансфицирован в клетки СН0-К.18У для экспрессии антитела. Культу­
ральный супернатант очищали на колонке с протеином А или протеином 0 (0Е НеаННсаге 1арап) для 
получения в очищенном виде каждого из полностью человеческих антител.

Пример 9. Анализ ЕЬ18А полностью человеческого антитела.
Авторы настоящего изобретения оценивали специфичность связывания полностью человеческого 

антитела 37-45 и полностью человеческого антитела 37-45-МН1, полученных в приведенных выше при­
мерах, в отношении СТ0Р человека, мыши, крысы и обезьяны методом ЕЬ18А. В данном случае исполь­
зовали тот же метод, который описан в примере 4, но с использованием антитела кролика против 1д0 
человека, меченного пероксидазой хрена (НРР-антитело кролика против 1д0 человека; ЭАК0). которое 
разводили в 5000 раз промывающим раствором ΤΒ8Τ, содержащим 0,1% БСА, в качестве вторичного 
антитела. Тест для каждого антитела проводили в двойном повторе, и величину ЕС50 определяли путем 
построения кривой по точкам.

В результате было обнаружено, что все полностью человеческие антитела обладали связывающей 
способностью в равной степени для СТ0Р человека, мыши, крысы и обезьяны.
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Таблица 1
Связывающая активность полностью человеческого антитела в отношении различных СТСТ

Полностью
человеческое 37-45

ЕС50 (нг/мл)

Полностью
человеческое 37-45-
МН1 ЕС50 (нг/мл)

СТСЕ человека 13,2 10,4
СТСЕ мыши 12,4 9,2
СТСЕ крысы 13, 1 9,2
СТСЕ обезьяны 12,5 8, б

Пример 10. Оценка связывающей активности в анализе ППР.
Для измерения антиген-специфической связывающей активности полностью человеческого антите­

ла 37-45-МН1 более детально авторы настоящего изобретения проводили анализ методом поверхностно­
го плазмонного резонанса (ППР). В настоящем примере антитело против СТСТ человека СЬП1 (патент­
ный документ 2) было использовано в качестве антитела сравнения.

Для проведения анализа ППР использовали систему В1асоге 2000 (СЕ НеаЙЕсаге Дарап). Анти-СТСТ 
антитело иммобилизовали на поверхности сенсорного чипа СМ5 с использованием набора Нитап Άπΐί- 
Ьобу СарЩге Κΐΐ и набора Атте Соирйпд Κΐΐ (СЕ НеаНЕсаге 1арап). Делали серийные разведения СТСТ 
человека, полученного в примере 1, в растворе НВ8-ЕР (СЕ НеаЕйсаге 1арап). 100 мкл разведенного рас­
твора добавляли в поток при скорости потока 50 мкл/мин. С помощью данной измерительной системы 
рассчитывали константу скорости ассоциации (ка), константу скорости диссоциации (кб) и константу 
диссоциации (ΚΌ) между человеческим белком СТСТ и анти-СТСТ антителом, используя программу для 
анализа данных (В1А Ета1иа11оп).

Таблица 2
Связывающая активность полностью человеческого антитела 37-45-МН1 

в отношении СТСТ человека, определенная в анализе ППР
Κϋ (М) ка (1/с)

Полностью человеческое 37-45-МН1 3,7x1ο-11 1, 6х10~4
сип 4, 6χ1Ο~10 3,7х10~3

В результате было обнаружено, что полностью человеческое антитело 37-45-МН1 обладало связы­
вающей активностью в отношении СТСТ человека, превышающей в 12 или более раз таковую у антитела 
СЬШ.

Пример 11. Ингибирующее действие на синтез коллагена в клетках из почки крысы.
Авторы настоящего изобретения изучали ингибирующее действие на индуцированный ТОГД синтез 

коллагена в фибробластах крысы ΝΚΚ-49Τ для измерения антиген-специфического нейтрализующего 
действия полностью человеческого антитела 37-45-МН 1. В настоящем примере ΟΕΝ1 использовали в 
качестве антитела сравнения.

Клетки ΝΚΚ-49Τ (полученные из АТСС) продуцируют СТСТ при добавлении ТСТД. Клетки ΝΚΚ- 
49Т высевали в 24-луночный планшет в содержащей 10% ЭТС среде ИМЕМ (5х104 клеток), и через 24 ч 
среду заменяли на содержащую 0,01% ЭТС среду ИМЕМ (500 мкл).

Затем через 24 ч к среде добавляли ТСТД (Κ&Ό 8у81етз; 1 нг/мл). За 1 ч до добавления ТСТД до­
бавляли антитела против СТСТ человека, полностью человеческое 37-45-МН1 или ΟΕΝ1 (в три группы 
лунок при концентрации 1 мкг/мл, 3 мкг/мл и 10 мкг/мл). Через 72 ч супернатант собирали, подвергали 
8И8-ПААГ и проводили обычный анализ методом вестерн-блоттинга с использованием антитела против 
коллагена I типа (АЬсат р1с). В результате было обнаружено, что полностью человеческое антитело 37- 
45-МН1 обладает сильной способностью ингибировать синтез коллагена по сравнению с ΟΕΝΤ зависи­
мым от концентрации образом.

Пример 12. Оценочный тест на функцию почек в мышиной модели культи почки.
Гломерулосклероз и дегенерация почечных канальцев часто имеют место при различных почечных 

нарушениях, вызывающих хронические почечные заболевания. Эти хронические почечные заболевания 
можно изучать на мышиной модели культи почки, в которой проявляются прогрессирующие почечные 
нарушения. В данной модели нагрузка переносится на оставшуюся часть почки в результате нефрэкто- 
мии 2/3 почки с одной стороны и полной нефрэктомии с другой стороны (нефрэктомия 5/6), тем самым 
индуцируется протеинурия и значительное снижение функций почки, а также наблюдается гистопатоло­
гический склероз почечных клубочков или дегенерация почечных канальцев, и наблюдается легкий ин­
терстициальный фиброз (см., например, 1<1<бпеу 1п1егпа1юпа1, 64, 350-355, 2003).

Нефрэктомию 5/6 проводили по методу /Напу, е1 а1. (Юбпеу 1п1егпа1юпа1, 56, 549-558, 1999). 9­
Недельного самца мыши 1СК (1арап 8ЕС, 1пс., НататаЕи-зЫ, 8Ы/иока-кеп) анестезировали внутрибрю­
шинным введением пентобарбитала (50 мг/кг) и проводили резекцию 1/3 со стороны головы и 1/3 со сто­
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роны хвоста в левой почке. Через неделю после первой операции мышь анестезировали внутрибрюшин­
ным введением пентобарбитала (50 мг/кг) и правую почку полностью удаляли для завершения нефрэк- 
томии 5/6.

Сбор мочи и отбор образцов крови проводили через одну неделю после нефрэктомии 5/6 и измеря­
ли скорость экскреции белка с мочой и параметры почечной функции (концентрацию креатинина в сы­
воротке и клиренс креатинина). Концентрацию белка измеряли по методу Брэдфорд (Βίο-Καά 
БаЬогаЮпек). Концентрацию креатинина измеряли при помощи набора СКЕ-ΕΝ Каток (Каток БаЬогаЮ- 
пск. 1пс.). Скорость экскреции белка с мочой рассчитывали, корректируя концентрацию белка в моче 
(мг/мл) на концентрацию креатинина в моче (мг/дл). Скорость экскреции белка с мочой. концентрацию 
креатинина в сыворотке и клиренс креатинина использовали в качестве индикаторов. и таким образом. 
группы животных делили на группу. получающую растворитель (введение фосфатного буфера с рН 7.4). 
и группу введения антитела (15 мышей на группу). Испытания начинали с установления доз антител для 
трех групп. 0.5 мг/кг. 1 мг/кг и 2 мг/кг. Фосфатный буфер и полностью человеческое антитело 37-45- 
МН1 вводили подкожной инъекцией в область спины один раз в неделю (в общей сложности шесть доз). 
В начале испытания. в недели 4 и 6 от начала испытания. собирали образцы мочи и образцы крови и из­
меряли скорость экскреции белка с мочой. концентрацию креатинина в сыворотке и клиренс креатинина.

Что касается скорости экскреции белка с мочой. в момент начала испытания в группе. получавшей 
растворитель. скорость экскреции белка с мочой возрастала по сравнению с нормальной группой (нор­
мальная группа 5.1±0.4; группа. получавшая растворитель. 9.7±0.7 (Р<0.01)). Также в недели 4 и 6 от на­
чала испытания в группе. получавшей растворитель. скорость экскреции белка с мочой возрастала по 
сравнению с нормальной группой. С другой стороны. в группах. получавших антитело (группа 1 мг/кг и 
группа 2 мг/кг). хотя не было выявлено статистически значимых различий. скорость экскреции белка с 
мочой снижалась в зависимости от дозы по сравнению с группой. получавшей растворитель.

Что касается концентрации креатинина в сыворотке. в момент начала испытания в группе. полу­
чавшей растворитель. концентрация креатинина в сыворотке увеличивалась по сравнению с нормальной 
группой (нормальная группа 0.36±0.013 мг/дл; группа. получавшая растворитель. 0.53±0.016 мг/дл 
(Р<0.01)). Затем также в недели 4 и 6 в группе. получавшей растворитель. концентрация креатинина в 
сыворотке увеличивалась по сравнению с нормальной группой (неделя 4: нормальная группа 0.42±0.025 
мг/дл; группа. получавшая растворитель. 0.66±0.037 мг/дл (Р<0.01). неделя 6: нормальная группа 
0.31±0.016 мг/дл; группа. получавшая растворитель. 0.81±0.126 мг/дл (Р<0.05)). Что касается групп. по­
лучавших антитело. в группе 0.5 мг/кг. хотя не было выявлено статистически значимых различий. кон­
центрация креатинина в сыворотке уменьшалась в недели 4 и 6 по сравнению с группой. получавшей 
растворитель. Кроме того. в группе 1 мг/кг и группе 2 мг/кг увеличение концентрации креатинина в сы­
воротке было в значительной степени ингибировано по сравнению с группой. получавшей растворитель 
(неделя 4: группа 1 мг/кг 0.51±0.022 мг/дл (Р<0.05); группа 2 мг/кг 0.51±0.015 мг/дл (Р<0.05). неделя 6: 
группа 1 мг/кг 0.55±0.043 мг/дл (Р<0.05); группа 2 мг/кг 0.49±0.024 мг/дл (Р<0.01)).

Что касается клиренса креатинина (концентрация креатинина в моче х количество мочи за 24 
ч/концентрация креатинина в сыворотке). в момент начала испытания в группе. получавшей раствори­
тель. было подтверждено снижение клиренса креатинина по сравнению с нормальной группой (нормаль­
ная группа 1.8±0.18; группа. получавшая растворитель. 1.3±0.08 (Р<0.01)). Затем. также в недели 4 и 6 в 
группе. получавшей растворитель. клиренс креатинина снижался по сравнению с нормальной группой 
(неделя 4: нормальная группа 2.1±0.16; группа. получавшая растворитель. 1.6±0.16. неделя 6: нормальная 
группа 2.8±0.29; группа. получавшая растворитель. 1.4±0.17 (Р<0.001)). Что касается групп. получавших 
антитело. в группе 0.5 мг/кг ингибирование снижения клиренса креатинина по сравнению с группой. по­
лучавшей растворитель. не было подтверждено. С другой стороны. в группе 1 мг/кг в недели 4 и 6 сни­
жение клиренса креатинина было в значительной степени ингибировано по сравнению с группой. полу­
чавшей растворитель (неделя 4: группа. получавшая растворитель. 1.6±0.16; группа 1 мг/кг 2.1±0.11 
(Р<0.05). неделя 6: группа. получавшая растворитель. 1.4±0.17; группа 1 мг/кг 2.0±0.18 (Р<0.05)). Кроме 
того. в группе 2 мг/кг в неделю 6 снижение клиренса креатинина было в значительной степени ингиби­
ровано по сравнению с группой. получавшей растворитель (неделя 6: группа. получавшая растворитель. 
1.4±0.17; группа 2 мг/кг 1.9±0.14 (Р<0.05)).

Данные результаты послужили подтверждением того. что полностью человеческое антитело 37-45- 
МН1 ингибирует снижение функций почек в модели хронической почечной недостаточности.

Пример 13. Фармакологический оценочный тест в крысиных моделях нефрита.
Крысиные модели анти-Тйу 1.1 являются признанными моделями мезангиального пролиферативно­

го гломерулонефрита. с патологическими состояниями. проявляющимися при инъекции антител к анти­
генам Тйу на поверхности мезангиальных клеток в почечных клубочках (см.. например. УататоЮ апб 
Υίίκοη. 1987 Кабпеу Ιηΐ. 32: 514-25. Могйа. с1 а1.. 1998 Ат 1. Кабпеу Όίκ 31: 559-73). В настоящих моделях 
после лизиса мезангиальных клеток увеличиваются пролиферация мезангиальных клеток и внеклеточ­
ный матрикс и возрастает уровень белка в моче (см.. например. Р1оеде. с1 а1.. 1991 Кабпеу Ιηί. 40: 477-88. 
Йо. е1 а1.. 2001 1. Ат §ос №рЬто1. 12: 472-84). Модели анти-Тйу 1.1 напоминают 1дА-нефропатию или

- 12 -



029290

пурпуру Геноха-Шенлейна у человека, и прогрессирование патологических состояний можно предсказы­
вать, используя модели, характеризующиеся протеинурией в качестве индикатора (см., например, 
Казида, е! а1., 2001 КЫиеу 1и1. 60: 1745-55, Пи, е! а1., 2007 №рйгои Ехр №рЬго1. 105: е65-74).

Готовили раствор анти-Тйу 1.1 антитела (моноклональные антитела/асциты против СЭ90 (Тйу 1.1) 
крысы; СЕОАКБЛХЕ) с концентрацией 0,1 г/мл в физиологическом солевом растворе. Нефрит индуци­
ровали внутривенным введением раствора антитела крысам (200 мкл на 100 г массы тела). Через 4 ч по­
сле введения анти-Тйу 1.1 антитела внутривенно вводили полностью человеческое антитело 37-45-МН1 
(0,5 мг/кг, 1 мг/кг или 2 мг/кг) или растворитель (ΡΒ8). Мочу собирали в течение 24 ч через 3-4 дня после 
индукции патогенеза и измеряли количество экскретированного с мочой белка за 24 ч (ϋΡ) и скорость 
экскреции белка с мочой (ϋΡ/иСг: концентрацию белка в моче (мг/мл) корректировали на концентрацию 
креатинина в моче (мг/дл)). Полученные результаты приведены в табл. 3 (ϋΡ) и табл. 4 (ϋΡ/иСг).

Таблица 3
ир

ир
(мг/сутки)

Степень
ингибирования (%)
относительно группы

введения
растворителя

р-
значение

Группа нормальных
животных

1, 9 100, 0

Группа введения
растворителя (РВЗ)

114,3 0, 0 р<0,00I#

Полностью
человеческое 37-
45-МН1 0,5 мг/кг

115,2 -0,8

Полностью
человеческое 37-
45-МН1 1 мг/кг

95, 5 16, 8

Полностью
человеческое 37-
45-МН1 2 мг/кг

83, 8 27,2 р=0,029*

#: относительно группы нормальных животных, критерий Стьюдента 
*: относительно группы введения растворителя, критерий Даннета

Таблица 4
ϋΡ/иСг

иР/иСг
(мг/мг)

Степень
ингибирования (%)
относительно группы

введения
растворителя

р-
значение

Группа нормальных
животных

0,315 100, 0

Группа введения
растворителя
(РВЗ)

33,865 0, 0 р<0,001#

Полностью
человеческое 37-
45-МН1 0,5 мг/кг

26, 280 22, 6

Полностью
человеческое 37-
45-МН1 1 мг/кг

22,487 33, 9 р=0,037*

Полностью
человеческое 37-
45-МН1 2 мг/кг

18,427 46, 0 р=0,0039*

#: относительно группы нормальных животных, критерий Стьюдента 
*: относительно группы введения растворителя, критерий Даннета

Результаты продемонстрировали, что полностью человеческое антитело 37-45-МН1 ингибировало 
протеинурию зависимым от дозы образом, и степени ингибирования в группе 2 мг/кг составляли 27,2% и
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46,0% относительно группы введения растворителя, соответственно, для показателей ϋΡ и ϋΡ/иСг.
Далее с целью выявления отличий от ίΊ.Ν1 по силе действия использовали одни и те же модели для

оценки. Процедура оценки была такой же, как описано выше. Для оценки с учетом доз, которые были 
эффективны согласно вышеприведенным результатам, полностью человеческое антитело 37-45-МН1 в 
дозе 2 мг/кг использовали в качестве положительного контроля, а ίΊ.Ν1 использовали в дозе 2 мг/кг и в 
10 раз большей дозе, 20 мг/кг. Кроме того, в целях изучения влияния неспецифической иммунной реак­
ции при лечении гетерогенетическими антителами, в качестве контроля использовали человеческое 1§О1 
антитело (анти-КЬН (гемоцианин лимфы улитки) антитело в дозах 2 мг/кг и 20 мг/кг; его получали путем 
иммунизации КЬН мыши Vе1οсIттиηе и получения полностью человеческого 1§О1 таким же образом, 
как и полностью человеческого антитела 37-45-МН1). Полученные результаты приведены в табл. 5 (ϋΡ) 
и табл. 6 (ϋΡ/иСг).

Таблица 5
ϋΡ

ир
(мг/день)

Степень
ингибирования

(%)
относительно

группы введения
растворителя

р-
значение

Степень
ингибирования

(%)
относительно

группы
введения 1дС

р-
значение

Группа
нормальных
животных

0, 8 100, 0 100, 0

Группа
введения
растворителя
(РВЗ)

111,1 0,0 р<0,001#

Контрольные
1дС 2 мг/кг

114,5 -3,1 0,0 р<0,001#

Контрольные
1дС 20 мг/кг

113,4 -2,1 0,0 р<0,001#

СЫП1
2 мг/кг

97,2 12,6 р=0,45* 15,2 р=0,22&

СЫП1
20 мг/кг

107,3 3,5 р=0,79* 5,4 р=0,53$

Полностью
человеческое
37-45-МН1
2 мг/кг

79, 0 29,1 р=0,044* 31,2 р=0, ООН
&

относительно группы нормальных животных, критерий Стьюдента 
*: относительно группы введения растворителя, критерий Стьюдента 
&: относительно группы контрольных 1§О2 мг/кг, критерий Стьюдента 
$: относительно группы контрольных 1уС20 мг/кг, критерий Стьюдента.
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Таблица 6
иР/иСг

ϋΡ/иСг
(мг/мг)

Степень
ингибирования

(%)
относительно

группы введения 
растворителя

р-
значение

Степень 
ингибирования 

(%)
относительно

группы 
введения 1дС

р-
значение

Группа

нормальных

животных

0,3 100, 0 100, 0

Группа

введения

растворителя

(РВЗ)

46,1 0,0 р<0,001#

Контрольные

1дС 2 мг/кг

52,2 -13, 4 0,0 р<0,001#

Контрольные

1дС 20 мг/кг

42,7 7,5 0,0 р<0,001#

СЫ41

2 мг/кг

36, 3 21,5 р=0,18* 30,8 р=0,030 &

СЫ41

20 мг/кг

41, 8 9,5 р=0,49* 2,2 р=0,82$

Полностью

человеческое

37-45-МН1

2 мг/кг

28,1 39,2 р=0,0092* 46,4 Р<0,001&

относительно группы нормальных животных, критерий Стьюдента 
*: относительно группы введения растворителя, критерий Стьюдента 
&: относительно группы контрольных 1дО2 мг/кг, критерий Стьюдента 
$: относительно группы контрольных 1§О20 мг/кг, критерий Стьюдента.

Результаты показали, что патологические состояния проявлялись практически в такой же степени, 
что и в предыдущем эксперименте. Кроме того, полностью человеческое антитело 37-45-МН1 в дозе 2 
мг/кг продемонстрировало практически такую же степень ингибирования, что и в предыдущем экспери­
менте, и степени ингибирования составляли 29,1 и 39,2%, соответственно, для показателей ИР и ИР/иСг, 
и в случае с использованием группы введения растворителя в качестве контроля.

С другой стороны, антитело 6.Ί.Ν1 в меньшей степени оказывало ингибирующее действие на про­
теинурию по сравнению с полностью человеческим антителом 37-45-МН1 (степени ингибирования отно­
сительно группы введения растворителя составляли 12,6 и 21,5%, соответственно, для показателей ИР и 
ИР/иСг при дозе 2 мг/кг, и степени ингибирования относительно группы введения растворителя состав­
ляли 3,5 и 9,5%, соответственно, для показателей ИР и ИР/иСг при дозе 20 мг/кг). Кроме того, что каса­
ется человеческого 1дО1 антитела, оно оказывало крайне незначительное влияние на протеинурию.

Полученные результаты подтвердили, что полностью человеческое антитело 37-45-МН1 оказывает 
сильное ингибирующее действие на протеинурию по сравнению с С1 .N1.

Промышленная применимость
Антитело против СТОР человека по настоящему изобретению полезно для профилактики или лече­

ния различных заболеваний, в патогенез которых вовлечен СТОР, в том числе почечных заболеваний, 
таких как хроническая почечная недостаточность и диабетическая нефропатия.
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ЬссЬдсаадд сЬЬсЬддаЬа сассЬЬсасс ддсЬасЬаЬа ЬдЬаЬЬдддЬ дсдасаддсс 120

ссЬддасаад ддсЬЬдадЬд даЬдддаЬдд аЬсаасссЬа асадЬддЬдд сасааасЬаЬ 180

ЬсасадаадЬ ЬЬсадддсад ддЬсассаЬд ассадддаса сдЬссаЬсад сасадссЬас 240

аЬддадсЬда дсаддсЬдад аЬсЬдасдас асддсссЬдЬ аЬЬасЬдЬдс дададддадЬ 300

аадЬддаасЬ асссЬЬЬЬда сЬасЬддддс садддаассс ЬддЬсассдЬ сЬссЬса 357

<210> 2
<211> 119
<212> Белок
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> νΗ антитела против СТОР человека

<400> 2

О1п
1

ν&1 О1п Ьеи ν&1
5

О1п Зег О1у

Зег ν&1 Ьуз ν&1
20

Зег Суз Ьуз А1а

Туг МеЬ Туг
35

Тгр ν&1 Агд О1п А1а
40

О1у Тгр
50

11е Азп Рго Азп Зег
55

О1у

А1а О1и
10

ν&1 Ьуз Ьуз Рго О1у
15

А1а

Зег
25

О1у Туг ТЬг РЬе ТЬг
30

О1у Туг

Рго О1у О1п О1у Ьеи
45

О1и Тгр МеЬ

О1у ТЬг Азп Туг
60

Зег О1п Ьуз РЬе
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О1п О1у Агд Уа1 ТЬг МеЬ ТЬг Агд Азр ТЬг Бег 11е Бег ТЬг А1а Туг
65 70 75 80

МеЬ О1и Ьеи Бег Агд Ьеи Агд Бег Азр Азр ТЬг А1а Ьеи Туг Туг Суз
85 90 95

А1а Агд О1у Бег Ьуз Тгр Азп Туг Рго РЬе Азр Туг Тгр О1у О1п О1у
100 105 110

ТЬг Ьеи Уа1 ТЬг Уа1 Бег Бег
115

<210> 3
<211> 327
<212> ДНК
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> ген УЬ антитела против СТОК человека

<400> 3
даааЬЬдЬдЬ ЬдасдсадЬс Ьссаддсасс сЬдЬсЬЬЬдЬ сЬссадддда аададссасс 60

сЬсЬссЬдса дддссадЬса дадЬдЬЬадс адсадсЬасЬ ЬадссЬддЬа ссадсадааа 120

ссЬддссадд сЬсссаддсЬ ссЬсаЬсЬаЬ ддЬдсаЬсса даадддссас ЬддсаЬссса 180

дасаддЬЬса дЬддсадЬдд дЬсЬдддаса дасЬЬсасЬс ЬсассаЬсад садасЬддад 240

ссЬдаадаЬЬ ЬЬдЬадЬдЬа ЬЬЬсЬдЬсад садЬаЬдЬса дсасассдЬд дасдЬЬсддс 300

саадддасса аддЬддаааЬ сааасдд 327

<210> 4
<211> 109
<212> Белок
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> УЬ антитела против СТОК человека

<400> 4

О1и
1

11е Уа1 Ьеи ТЬг
5

О1п Бег Рго О1у ТЬг
10

Ьеи Бег Ьеи Бег Рго
15

О1у

О1и Агд А1а ТЬг
20

Ьеи Бег Суз Агд А1а
25

Бег О1п Бег Уа1 Бег
30

Бег Бег

Туг Ьеи А1а
35

Тгр Туг О1п О1п Ьуз
40

Рго О1у О1п А1а Рго
45

Агд Ьеи Ьеи

11е Туг
50

О1у А1а Бег Агд Агд
55

А1а ТЬг О1у 11е Рго
60

Азр Агд РЬе Бег
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О1у Зег О1у Зег О1у ТНг Азр РНе ТНг Ьеи ТНг 11е Зег Агд Ьеи О1и
65 70 75 80

Рго О1и Азр РНе Уа1 Уа1 Туг РНе Суз О1п О1п Туг Уа1 Зег ТНг Рго
85 90 95

Тгр ТНг РНе О1у О1п О1у ТНг Ьуз Уа1 О1и 11е Ьуз Агд
100 105

<210> 5
<211> 1350
<212> ДНК
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> ген Н-цепи антитела против СТОР человека

<400> 5
саддЬдсадс ЬддЬдсадЬс Ьддддссдад дЬдаадаадс сЬддддссЬс адЬдааддЬс 60

ЬссЬдсаадд сЬЬсЬддаЬа сассЬЬсасс ддсЬасЬаЬа ЬдЬаЬЬдддЬ дсдасаддсс 120

ссЬддасаад ддсЬЬдадЬд даЬдддаЬдд аЬсаасссЬа асадЬддЬдд сасааасЬаЬ 180

ЬсасадаадЬ ЬЬсадддсад ддЬсассаЬд ассадддаса сдЬссаЬсад сасадссЬас 240

аЬддадсЬда дсаддсЬдад аЬсЬдасдас асддсссЬдЬ аЬЬасЬдЬдс дададддадЬ 300

аадЬддаасЬ асссЬЬЬЬда сЬасЬддддс садддаассс ЬддЬсассдЬ сЬссЬсадсс 360

Ьссассаадд дсссаЬсддЬ сЬЬсссссЬд дсасссЬссЬ ссаададсас сЬсЬдддддс 420

асадсддссс ЬдддсЬдссЬ ддЬсааддас ЬасЬЬссссд аассддЬдас ддЬдЬсдЬдд 480

аасЬсаддсд сссЬдассад сддсдЬдсас ассЬЬсссдд сЬдЬссЬаса дЬссЬсадда 540

сЬсЬасЬссс ЬЬадЬадсдЬ ддЬдассдЬд сссЬссадса дсЬЬдддсас ссадассЬас 600

аЬсЬдсаасд ЬдааЬсасаа дсссадсаас ассааддЬдд асаадааадЬ Ьдадсссааа 660

ЬсЬЬдЬдаса ааасЬсасас аЬдсссассд Ьдсссадсас сЬдаасЬссЬ ддддддассд 720

ЬсадЬсЬЬсс ЬсЬЬсссссс аааасссаад дасасссЬса ЬдаЬсЬсссд дассссЬдад 780

дЬсасаЬдсд ЬддЬддЬдда сдЬдадссас даадасссЬд аддЬсаадЬЬ саасЬддЬас 840

дЬддасддсд ЬддаддЬдса ЬааЬдссаад асааадссдс дддаддадса дЬасаасадс 900

асдЬассдЬд ЬддЬсадсдЬ ссЬсассдЬс сЬдсассадд асЬддсЬдаа Ьддсааддад 960

ЬасаадЬдса аддЬсЬссаа сааадсссЬс ссадссссса Ьсдадаааас саЬсЬссааа 1020

дссааадддс адссссдада ассасаддЬд ЬасасссЬдс ссссаЬсссд ддаЬдадсЬд 1080

ассаадаасс аддЬсадссЬ дассЬдссЬд дЬсаааддсЬ ЬсЬаЬсссад сдасаЬсдсс 1140

дЬддадЬддд ададсааЬдд дсадссддад аасаасЬаса адассасдсс ЬсссдЬдсЬд 1200

дасЬссдасд дсЬссЬЬсЬЬ ссЬсЬасадс аадсЬсассд Ьддасаадад саддЬддсад 1260
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саддддаасд ЕсЕЕсЕсаЕд сЕссдЕдаЕд саЕдаддсЕс Едсасаасса сЕасасдсад

аададссЕсЕ сссЕдЕсЕсс дддЕаааЕда

1320

1350

<210> 6
<211> 449
<212> Белок
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> Н-цепь антитела против СТОР человека

<400> 6

О1п Уа1
1

О1п Ьеи Уа1
5

О1п Бег О1у А1а О1и
10

Уа1 Ьуз Ьуз Рго О1у
15

А1а

Бег Уа1 Ьуз Уа1 Бег Суз Ьуз А1а Бег О1у Туг ТЬг РЬе ТЬг О1у Туг
20 25 30

Туг МеЕ Туг Тгр Уа1 Агд О1п А1а Рго О1у О1п О1у Ьеи О1и Тгр МеЕ
35 40 45

О1у Тгр 11е Азп Рго Азп Бег О1у О1у ТЬг Азп Туг Бег О1п Ьуз РЬе
50 55 60

О1п О1у Агд Уа1 ТЬг МеЕ ТЬг Агд Азр ТЬг Бег 11е Бег ТЬг А1а Туг
65 70 75 80

МеЕ О1и Ьеи Бег Агд Ьеи Агд Бег Азр Азр ТЬг А1а Ьеи Туг Туг Суз
85 90 95

А1а Агд О1у Бег Ьуз Тгр Азп Туг Рго РЬе Азр Туг Тгр О1у О1п О1у
100 105 110

ТЬг Ьеи Уа1 ТЬг Уа1 Бег Бег А1а Бег ТЬг Ьуз О1у Рго Бег Уа1 РЬе
115 120 125

Рго Ьеи А1а Рго Бег Бег Ьуз Бег ТЬг Бег О1у О1у ТЬг А1а А1а Ьеи
130 135 140

О1у Суз Ьеи Уа1 Ьуз Азр Туг РЬе Рго О1и Рго Уа1 ТЬг Уа1 Бег Тгр
145 150 155 160

Азп Бег О1у А1а Ьеи ТЬг Бег О1у Уа1 Н1з ТЬг РЬе Рго А1а Уа1 Ьеи
165 170 175

О1п Бег Бег О1у Ьеи Туг Бег Ьеи Бег Бег Уа1 Уа1 ТЬг Уа1 Рго Бег
180 185 190
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Зег Зег Ьеи
195

О1у ТЬг О1п ТЬг Туг
200

11е Суз Азп Уа1 Азп
205

Н1з Ьуз Рго

Зег Азп ТЬг Ьуз Уа1 Азр Ьуз Ьуз Уа1 О1и Рго Ьуз Зег Суз Азр Ьуз
210 215 220

ТЬг Ηΐ3 ТЬг Суз Рго Рго Суз Рго А1а Рго О1и Ьеи Ьеи О1у О1у Рго
225 230 235 240

Зег Уа1 РЬе Ьеи РЬе Рго Рго Ьуз Рго Ьуз Азр ТЬг Ьеи МеЬ 11е Зег
245 250 255

Агд ТЬг Рго О1и Уа1 ТЬг Суз Уа1 Уа1 Уа1 Азр Уа1 Зег Н1з О1и Азр
260 265 270

Рго О1и Уа1 Ьуз РЬе Азп Тгр Туг Уа1 Азр О1у Уа1 О1и Уа1 Н1з Азп
275 280 285

А1а Ьуз ТЬг Ьуз Рго Агд О1и О1и О1п Туг Азп Зег ТЬг Туг Агд Уа1
290 295 300

Уа1 Зег Уа1 Ьеи ТЬг Уа1 Ьеи Н1з О1п Азр Тгр Ьеи Азп О1у Ьуз О1и
305 310 315 320

Туг Ьуз Суз Ьуз Уа1 Зег Азп Ьуз А1а Ьеи Рго А1а Рго 11е О1и Ьуз
325 330 335

ТЬг 11е Зег Ьуз А1а Ьуз О1у О1п Рго Агд О1и Рго О1п Уа1 Туг ТЬг
340 345 350

Ьеи Рго Рго Зег Агд Азр О1и Ьеи ТЬг Ьуз Азп О1п Уа1 Зег Ьеи ТЬг
355 360 365

Суз Ьеи Уа1 Ьуз О1у РЬе Туг Рго Зег Азр 11е А1а Уа1 О1и Тгр О1и
370 375 380

Зег Азп О1у О1п Рго О1и Азп Азп Туг Ьуз ТЬг ТЬг Рго Рго Уа1 Ьеи
385 390 395 400

Азр Зег Азр О1у Зег РЬе РЬе Ьеи Туг Зег Ьуз Ьеи ТЬг Уа1 Азр Ьуз
405 410 415

Зег Агд Тгр О1п О1п О1у Азп Уа1 РЬе Зег Суз Зег Уа1 МеЬ Н1з О1и
420 425 430

А1а Ьеи Н1з Азп Нгз Туг ТЬг О1п Ьуз Зег Ьеи Зег Ьеи Зег Рго О1у
435 440 445
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Ьуз

<210> 7
<211> 648
<212> ДНК
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> ген Ь-цепи антитела против СТОР человека

<400> 7
даааЕЕдЕдЕ ЕдасдсадЕс Ессаддсасс сЕдЕсЕЕЕдЕ сЕссадддда аададссасс 60

сЕсЕссЕдса дддссадЕса дадЕдЕЕадс адсадсЕасЕ ЕадссЕддЕа ссадсадааа 120

ссЕддссадд сЕсссаддсЕ ссЕсаЕсЕаЕ ддЕдсаЕсса даадддссас ЕддсаЕссса 180

дасаддЕЕса дЕддсадЕдд дЕсЕдддаса дасЕЕсасЕс ЕсассаЕсад садасЕддад 240

ссЕдаадаЕЕ ЕЕдЕадЕдЕа ЕЕЕсЕдЕсад садЕаЕдЕса дсасассдЕд дасдЕЕсддс 300

саадддасса аддЕддаааЕ сааасддасЕ дЕддсЕдсас саЕсЕдЕсЕЕ саЕсЕЕсссд 360

ссаЕсЕдаЕд адсадЕЕдаа аЕсЕддаасЕ дссЕсЕдЕЕд ЕдЕдссЕдсЕ дааЕаасЕЕс 420

ЕаЕсссадад аддссааадЕ асадЕддаад дЕддаЕаасд сссЕссааЕс дддЕаасЕсс 480

саддададЕд Есасададса ддасадсаад дасадсассЕ асадссЕсад садсасссЕд 540

асдсЕдадса аадсадасЕа сдадааасас ааадЕсЕасд ссЕдсдаадЕ сасссаЕсад 600

ддссЕдадсЕ сдсссдЕсас ааададсЕЕс аасаддддад адЕдЕЕад 648

<210> 8
<211> 215
<212> Белок
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> Ь-цепь антитела против СТОР человека

<400> 8

О1и
1

11е Уа1 Ьеи ТЬг
5

О1п Бег Рго О1у ТЬг
10

Ьеи Бег Ьеи Бег Рго
15

О1у

О1и Агд А1а ТЬг
20

Ьеи Бег Суз Агд А1а
25

Бег О1п Бег Уа1 Бег
30

Бег Бег

Туг Ьеи А1а
35

Тгр Туг О1п О1п Ьуз
40

Рго О1у О1п А1а Рго
45

Агд Ьеи Ьеи

11е Туг
50

О1у А1а Бег Агд Агд
55

А1а ТЬг О1у 11е Рго
60

Азр Агд РЬе Бег
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О1у
65

Зег О1у Зег О1у ТЬг
70

Азр РЬе ТЬг Ьеи ТЬг
75

11е Зег Агд Ьеи О1и
80

Рго О1и Азр РЬе ν&1 ν&1 Туг РЬе Суз О1п О1п Туг Уа1 Зег ТЬг Рго
85 90 95

Тгр ТЬг РЬе О1у О1п О1у ТЬг Ьуз Уа1 О1и 11е Ьуз Агд ТЬг Уа1 А1а
100 105 110

А1а Рго Зег ν&1 РЬе 11е РЬе Рго Рго Зег Азр О1и О1п Ьеи Ьуз Зег
115 120 125

О1у ТЬг А1а Зег ν&1 ν&1 Суз Ьеи Ьеи Азп Азп РЬе Туг Рго Агд О1и
130 135 140

А1а Ьуз ν&1 О1п Тгр Ьуз ν&1 Азр Азп А1а Ьеи О1п Зег О1у Азп Зег
145 150 155 160

О1п О1и Зег ν&1 ТЬг О1и О1п Азр Зег Ьуз Азр Зег ТЬг Туг Зег Ьеи
165 170 175

Зег Зег ТЬг Ьеи ТЬг Ьеи Зег Ьуз А1а Азр Туг О1и Ьуз Н1з Ьуз Уа1
180 185 190

Туг А1а Суз О1и ν&1 ТЬг Ηΐ3 О1п О1у Ьеи Зег Зег Рго Уа1 ТЬг Ьуз
195 200 205

Зег РЬе Азп Агд О1у О1и Суз
210 215

<210> 9
<211> 357
<212> ДНК
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> ген νΗ антитела против СТОК человека

<400> 9
саддЕдсадс ЕддЕдсадЕс Еддддссдад дЕдаадаадс сЕддддссЕс адЕдааддЕс

ЕссЕдсаадд сЕЕсЕддаЕа сассЕЕсасс ддсЕасЕаЕа ЕдЕаЕЕдддЕ дсдасаддсс

ссЕддасаад ддсЕЕдадЕд даЕдддаЕдд аЕсаасссЕа асадЕддЕдд сасааасЕаЕ

дсссадаадЕ ЕЕсадддсад ддЕсассаЕд ассадддаса сдЕссаЕсад сасадссЕас

аЕддадсЕда дсаддсЕдад аЕсЕдасдас асддсссЕдЕ аЕЕасЕдЕдс дададддадЕ

аадЕддаасЕ асссЕЕЕЕда сЕасЕддддс садддаассс ЕддЕсассдЕ сЕссЕса

60

120

180

240

300

357
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<210> 10
<211> 119
<212> Белок
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> УН антитела против СТОР человека

<400> 10

О1п
1

Уа1 О1п Ьеи Уа1
5

О1п Бег О1у А1а О1и
10

Уа1 Ьуз Ьуз Рго О1у
15

А1а

Бег Уа1 Ьуз Уа1 Бег Суз Ьуз А1а Бег О1у Туг ТНг РНе ТНг О1у Туг
20 25 30

Туг МеН Туг Тгр Уа1 Агд О1п А1а Рго О1у О1п О1у Ьеи О1и Тгр МеН
35 40 45

О1у Тгр 11е Азп Рго Азп Бег О1у О1у ТНг Азп Туг А1а О1п Ьуз РНе
50 55 60

О1п О1у Агд Уа1 ТНг МеН ТНг Агд Азр ТНг Бег 11е Бег ТНг А1а Туг
65 70 75 80

МеН О1и Ьеи Бег Агд Ьеи Агд Бег Азр Азр ТНг А1а Ьеи Туг Туг Суз
85 90 95

А1а Агд О1у Бег Ьуз Тгр Азп Туг Рго РНе Азр Туг Тгр О1у О1п О1у
100 105 110

ТНг Ьеи Уа1 ТНг Уа1 Бег Бег
115

<210> 11
<211> 1350
<212> ДНК
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> Н-цепь антитела против СТОР человека

<400> 11
саддНдсадс НддНдсадНс Нддддссдад дНдаадаадс сНддддссНс адНдааддНс 60

НссНдсаадд сННсНддаНа сассННсасс ддсНасНаНа НдНаННдддН дсдасаддсс 120

ссНддасаад ддсННдадНд даНдддаНдд аНсаасссНа асадНддНдд сасааасНаН 180

дсссадаадН ННсадддсад ддНсассаНд ассадддаса сдНссаНсад сасадссНас 240

аНддадсНда дсаддсНдад аНсНдасдас асддсссНдН аННасНдНдс дададддадН 300

аадНддаасН асссННННда сНасНддддс садддаассс НддНсассдН сНссНсадсс 360
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бссассаадд

асадсддссс

аасбсаддсд

сбсбасбссс

абсбдсаасд

бсббдбдаса

бсадбсббсс

дбсасабдсд

дбддасддсд

асдбассдбд

басаадбдса

дссааадддс

ассаадаасс

дбддадбддд

дасбссдасд

саддддаасд

аададссбсб

дсссабсддб

бдддсбдссб

сссбдассад

ббадбадсдб

бдаабсасаа

ааасбсасас

бсббсссссс

бддбддбдда

бддаддбдса

бддбсадсдб

аддбсбссаа

адссссдада

аддбсадссб

ададсаабдд

дсбссббсбб

бсббсбсабд

сссбдбсбсс

сббсссссбд

ддбсааддас

сддсдбдсас

ддбдассдбд

дсссадсаас

абдсссассд

аааасссаад

сдбдадссас

баабдссаад

ссбсассдбс

сааадсссбс

ассасаддбд

дассбдссбд

дсадссддад

ссбсбасадс

сбссдбдабд

дддбааабда

дсасссбссб

басббссссд

ассббсссдд

сссбссадса

ассааддбдд

бдсссадсас

дасасссбса

даадасссбд

асааадссдс

сбдсассадд

ссадссссса

басасссбдс

дбсаааддсб

аасаасбаса

аадсбсассд

сабдаддсбс

ссаададсас

аассддбдас

сбдбссбаса

дсббдддсас

асаадааадб

сбдаасбссб

бдабсбсссд

аддбсаадбб

дддаддадса

асбддсбдаа

бсдадаааас

ссссабсссд

бсбабсссад

адассасдсс

бддасаадад

бдсасаасса

сбсбдддддс

ддбдбсдбдд

дбссбсадда

ссадассбас

бдадсссааа

ддддддассд

дассссбдад

саасбддбас

дбасаасадс

бддсааддад

сабсбссааа

ддабдадсбд

сдасабсдсс

бсссдбдсбд

саддбддсад

сбасасдсад

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1350

<210> 12
<211> 449
<212> Белок
<213> Искусственная последовательность

<220>
<223> Н-цепь антитела против СТОР человека

<400> 12

О1п
1

Уа1 О1п Ьеи Уа1
5

О1п Бег О1у А1а О1и
10

Уа1 Ьуз Ьуз Рго О1у
15

А1а

Бег Уа1 Ьуз Уа1
20

Бег Суз Ьуз А1а Бег
25

О1у Туг ТЬг РЬе ТЬг
30

О1у Туг

Туг Меб Туг
35

Тгр Уа1 Агд О1п А1а
40

Рго О1у О1п О1у Ьеи
45

О1и Тгр Меб

О1у Тгр
50

11е Азп Рго Азп Бег
55

О1у О1у ТЬг Азп Туг
60

А1а О1п Ьуз РЬе

О1п О1у Агд Уа1 ТЬг Меб ТЬг Агд Азр ТЬг Бег 11е Бег ТЬг А1а Туг
65 70 75 80
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МеЬ О1и Ьеи Зег Агд
85

Ьеи Агд Зег Азр Азр
90

ТЬг А1а Ьеи Туг Туг
95

Суз

А1а Агд О1у Зег Ьуз Тгр Азп Туг Рго РЬе Азр Туг Тгр О1у О1п О1у
100 105 110

ТЬг Ьеи Уа1 ТЬг Уа1 Зег Зег А1а Зег ТЬг Ьуз О1у Рго Зег Уа1 РЬе
115 120 125

Рго Ьеи А1а Рго Зег Зег Ьуз Зег ТЬг Зег О1у О1у ТЬг А1а А1а Ьеи
130 135 140

О1у Суз Ьеи Уа1 Ьуз Азр Туг РЬе Рго О1и Рго Уа1 ТЬг Уа1 Зег Тгр
145 150 155 160

Азп Зег О1у А1а Ьеи ТЬг Зег О1у Уа1 Н1з ТЬг РЬе Рго А1а Уа1 Ьеи
165 170 175

О1п Зег Зег О1у Ьеи Туг Зег Ьеи Зег Зег Уа1 Уа1 ТЬг Уа1 Рго Зег
180 185 190

Зег Зег Ьеи О1у ТЬг О1п ТЬг Туг 11е Суз Азп Уа1 Азп Н1з Ьуз Рго
195 200 205

Зег Азп ТЬг Ьуз Уа1 Азр Ьуз Ьуз Уа1 О1и Рго Ьуз Зег Суз Азр Ьуз
210 215 220

ТЬг Ηΐ3 ТЬг Суз Рго Рго Суз Рго А1а Рго О1и Ьеи Ьеи О1у О1у Рго
225 230 235 240

Зег Уа1 РЬе Ьеи РЬе Рго Рго Ьуз Рго Ьуз Азр ТЬг Ьеи МеЬ 11е Зег
245 250 255

Агд ТЬг Рго О1и Уа1 ТЬг Суз Уа1 Уа1 Уа1 Азр Уа1 Зег Н1з О1и Азр
260 265 270

Рго О1и Уа1 Ьуз РЬе Азп Тгр Туг Уа1 Азр О1у Уа1 О1и Уа1 Н1з Азп
275 280 285

А1а Ьуз ТЬг Ьуз Рго Агд О1и О1и О1п Туг Азп Зег ТЬг Туг Агд Уа1
290 295 300

Уа1 Зег Уа1 Ьеи ТЬг Уа1 Ьеи Н1з О1п Азр Тгр Ьеи Азп О1у Ьуз О1и
305 310 315 320

Туг Ьуз Суз Ьуз Уа1 Зег Азп Ьуз А1а Ьеи Рго А1а Рго 11е О1и Ьуз
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325 330 335

ТНг 11е Зег Ьуз
340

А1а Ьуз С1у О1п Рго
345

Агд О1и Рго О1п Уа1
350

Туг ТЬг

Ьеи Рго Рго Зег Агд Азр О1и Ьеи ТЬг Ьуз Азп О1п Уа1 Зег Ьеи ТЬг
355 360 365

Суз Ьеи Уа1 Ьуз С1у РНе Туг Рго Зег Азр 11е А1а Уа1 О1и Тгр О1и
370 375 380

Зег Азп О1у О1п Рго О1и Азп Азп Туг Ьуз ТЬг ТЬг Рго Рго Уа1 Ьеи
385 390 395 400

Азр Зег Азр С1у Зег РЬе РЬе Ьеи Туг Зег Ьуз Ьеи ТЬг Уа1 Азр Ьуз
405 410 415

Зег Агд Тгр О1п О1п С1у Азп Уа1 РЬе Зег Суз Зег Уа1 Меб Н1з О1и
420 425 430

А1а Ьеи Н1з Азп Н1з Туг ТЬг О1п Ьуз Зег Ьеи Зег Ьеи Зег Рго О1у
435 440 445

Ьуз

<210> 13
<211> 1050
<212> ДНК
<213> Ното зар1епз

<400> 13
абдассдссд ссадбабддд ссссдбссдс дбсдссббсд бддбссбссб сдсссбсбдс 60

адссддссдд ссдбсддсса даасбдсадс дддссдбдсс ддбдсссдда сдадссддсд 120

ссдсдсбдсс сддсдддсдб дадссбсдбд сбддасддсб дсддсбдсбд ссдсдбсбдс 180

дссаадсадс бдддсдадсб дбдсассдад сдсдассссб дсдасссдса саадддссбс 240

ббсбдбдасб бсддсбсссс ддссаассдс аадабсддсд бдбдсассдс сааадабддб 300

дсбсссбдса бсббсддбдд басддбдбас сдсадсддад адбссббсса дадсадсбдс 360

аадбассадб дсасдбдссб ддасддддсд дбдддсбдса бдссссбдбд садсабддас 420

дббсдбсбдс ссадсссбда сбдссссббс ссдаддаддд бсаадсбдсс сдддааабдс 480

бдсдаддадб дддбдбдбда сдадсссаад дассааассд бддббдддсс бдсссбсдсд 540

дсббассдас бддаадасас дбббддссса дасссаасба бдаббададс саасбдссбд 600

дбссадасса сададбддад сдссбдббсс аадассбдбд ддабдддсаб сбссасссдд 660
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д55ассаа5д асаасдссбс сбдсаддсба дадаадсада дссдссбдбд сабддбсадд 720

сс55дсдаад сбдассбдда ададааса55 аадаадддса аааадбдсаб ссдбасбссс 780

аааабсбсса адссбабсаа д555дадс55 5с5ддс5дса ссадсабдаа дасабассда 840

дс5ааа55с5 д5ддад5а5д бассдасддс сдабдсбдса ссссссасад аассассасс 900

сбдссддбдд ад55саад5д сссбдасддс даддбсабда адаадаасаб да5д55са5с 960

аадассбдбд сс5дсса55а саасбдбссс ддадасаабд аса5с555да абсдсбдбас 1020

басаддаада 5д5асддада сабддсабда 1050

<210> 14
<211> 349
<212> Белок 
<213> Ното зартепз

<400> 14

Ме5
1

ТЬг А1а А1а Бег
5

Ме5 О1у Рго Уа1 Агд
10

Уа1 А1а РЬе Уа1 Уа1
15

Ьеи

Ьеи А1а Ьеи Суз Бег Агд Рго А1а Уа1 О1у О1п Азп Суз Бег О1у Рго
20 25 30

Суз Агд Суз Рго Азр О1и Рго А1а Рго Агд Суз Рго А1а О1у Уа1 Бег
35 40 45

Ьеи Уа1 Ьеи Азр О1у Суз О1у Суз Суз Агд Уа1 Суз А1а Ьуз О1п Ьеи
50 55 60

О1у О1и Ьеи Суз ТЬг О1и Агд Азр Рго Суз Азр Рго Н1з Ьуз О1у Ьеи
65 70 75 80

РЬе Суз Азр РЬе О1у Бег Рго А1а Азп Агд Ьуз 11е О1у Уа1 Суз ТЬг
85 90 95

А1а Ьуз Азр О1у А1а Рго Суз 11е РЬе О1у О1у ТЬг Уа1 Туг Агд Бег
100 105 110

О1у О1и Бег РЬе О1п Бег Бег Суз Ьуз Туг О1п Суз ТЬг Суз Ьеи Азр
115 120 125

О1у А1а Уа1 О1у Суз Ме5 Рго Ьеи Суз Бег Ме5 Азр Уа1 Агд Ьеи Рго
130 135 140

Бег Рго Азр Суз Рго РЬе Рго Агд Агд Уа1 Ьуз Ьеи Рго О1у Ьуз Суз
145 150 155 160

Суз О1и О1и Тгр Уа1 Суз Азр О1и Рго Ьуз Азр О1п ТЬг Уа1 Уа1 О1у
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165 170 175

Рго А1а Ьеи А1а А1а Туг Агд Ьеи О1и Азр ТЬг РЬе О1у Рго Азр 
190

Рго
180 185

ТЬг МеЕ 11е Агд А1а Азп Суз Ьеи Уа1 О1п ТЬг ТЬг О1и Тгр Зег А1а
195 200 205

Суз Зег Ьуз ТЬг Суз О1у МеЕ О1у 11е Зег ТЬг Агд Уа1 ТЬг Азп Азр
210 215 220

Азп А1а Зег Суз Агд Ьеи О1и Ьуз О1п Зег Агд Ьеи Суз МеЕ Уа1 Агд
225 230 235 240

Рго Суз О1и А1а Азр Ьеи О1и О1и Азп 11е Ьуз Ьуз О1у Ьуз Ьуз Суз
245 250 255

11е Агд ТЬг Рго Ьуз 11е Зег Ьуз Рго 11е Ьуз РЬе О1и Ьеи Зег О1у
260 265 270

Суз ТЬг Зег МеЕ Ьуз ТЬг Туг Агд А1а Ьуз РЬе Суз О1у Уа1 Суз ТЬг
275 280 285

Азр О1у Агд Суз Суз ТЬг Рго Н1з Агд ТЬг ТЬг ТЬг Ьеи Рго Уа1 О1и
290 295 300

РЬе Ьуз Суз Рго Азр О1у О1и Уа1 МеЕ Ьуз Ьуз Азп МеЕ МеЕ РЬе 11е
305 310 315 320

Ьуз ТЬг Суз А1а Суз Н1з Туг Азп Суз Рго О1у Азр Азп Азр 11е РЬе
325 330 335

О1и Зег Ьеи Туг Туг Агд Ьуз МеЕ Туг О1у Азр МеЕ А1а
340 345

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Антитело против фактора роста соединительной ткани (СЛОЕ) человека или фрагмент антитела 
против СТОЕ человека, выбранный из фрагмента одноцепочечной вариабельной области, ЕаЬ, ЕаЬ' или 
Е(аЬ')2, содержащее вариабельную область тяжелой цепи, содержащую СИКЗ, состоящую из аминокис­
лотной последовательности в положениях 31-35 в 8ЕО ГО N0: 10, СГОК2, состоящую из аминокислотной 
последовательности в положениях 50-66 в 8ЕО ГО N0: 10, и СИКЗ, состоящую из аминокислотной по­
следовательности в положениях 99-108 в 8Е0 ГО N0: 10; и вариабельную область легкой цепи, содер­
жащую СГОКЕ состоящую из аминокислотной последовательности в положениях 24-35 в 8Е0 ГО N0: 4, 
СГОК2, состоящую из аминокислотной последовательности в положениях 51-57 в 8Е0 ГО N0: 4, и СИКЗ, 
состоящую из аминокислотной последовательности в положениях 90-98 в 8Е0 ГО N0: 4.

2. Антитело против СТОЕ человека или фрагмент антитела против СТОЕ человека по п.1, содержа­
щее вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из аминокислотной последовательности 8Е0 ГО 
N0: 10; и вариабельную область легкой цепи, состоящую из аминокислотной последовательности 8Е0 
ГО N0: 4.

3. Антитело против СТОЕ человека или фрагмент антитела против СТОЕ человека по п.2, в котором
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константная область тяжелой цепи антитела или фрагмента антитела представляет собой константную 
область 1ду1 человека.

4. Антитело против СТ0Р человека или фрагмент антитела против СТ0Р человека по п.2, в котором 
константная область легкой цепи антитела или фрагмента антитела представляет собой константную об­
ласть 1дк человека.

5. Антитело против СТ0Р человека или фрагмент антитела против СТ0Р человека по п.2, в котором 
константная область тяжелой цепи антитела или фрагмента антитела представляет собой константную 
область 1ду1 человека и константная область легкой цепи антитела или фрагмента антитела представляет 
собой константную область 1дк человека.

6. Антитело против СТ0Р человека по п.2, содержащее тяжелую цепь, состоящую из аминокислот­
ной последовательности 8Еф ГО N0: 12; и легкую цепь, состоящую из аминокислотной последователь­
ности 8Еф ГО N0: 8.

7. Полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой 
цепи антитела или фрагмента антитела по п.2.

8. Полинуклеотид, содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой 
цепи антитела или фрагмента антитела по п.2.

9. Вектор экспрессии, содержащий полинуклеотид по п.7 и/или 8.
10. Клетка-хозяин для получения антитела против СТ0Р человека или фрагмента антитела против 

СТ0Р человека, выбранного из фрагмента одноцепочечной вариабельной области, РаЬ, РаЬ' или Р(аЬ')2, 
причем клетка-хозяин выбрана из группы, состоящей из следующих (а) и (Ь):

(a) клетка-хозяин, трансформированная вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содер­
жащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из амино­
кислотной последовательности 8Еф ГО N0: 10, и полинуклеотид, содержащий последовательность, ко­
дирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из аминокислотной последовательности 8Еф 
ГО N0: 4; и

(b) клетка-хозяин, трансформированная вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, содер­
жащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из амино­
кислотной последовательности 8Еф ГО N0: 10, и вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, со­
держащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из амино­
кислотной последовательности 8Еф ГО N0: 4.

11. Клетка-хозяин для получения антитела против СТ0Р человека, причем клетка-хозяин выбрана 
из группы, состоящей из следующих (а) и (Ь):

(a) клетки-хозяина, трансформированной вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, со­
держащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности 8Еф ГО N0: 12, и полинуклеотид, содержащий последовательность, 
кодирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из аминокислотной последовательности 
8ЕО ГО N0: 8; и

(b) клетки-хозяина, трансформированной вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, со­
держащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности 8Еф ГО N0: 12, и вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, 
содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности 8Еф ГО N0: 8.

12. Способ получения антитела против СТ0Р человека или фрагмента антитела против СТ0Р по 
п.1, включающий обеспечение экспрессии антитела против СТ0Р человека или фрагмента антитела про­
тив СТ0Р человека путем культивирования клетки-хозяина по п.10 в условиях, обеспечивающих экс­
прессию.

13. Способ получения антитела против СТ0Р человека по п.1, включающий обеспечение экспрес­
сии антитела против СТ0Р человека путем культивирования клетки-хозяина по п.11 в условиях, обеспе­
чивающих экспрессию.

14. Антитело против СТ0Р человека или фрагмент антитела против СТ0Р человека, выбранный из 
фрагмента одноцепочечной вариабельной области, РаЬ, РаЬ' или Р(аЬ')2, полученные способом, вклю­
чающим культивирование клетки-хозяина в условиях, обеспечивающих экспрессию антитела или фраг­
мента антитела, причем клетка-хозяин выбрана из группы, состоящей из следующих (а) и (Ь):

(a) клетки-хозяина, трансформированной вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, со­
держащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности 8Еф ГО N0: 10, и полинуклеотид, содержащий последовательность, 
кодирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из аминокислотной последовательности 
8ЕО ГО N0: 4; и

(b) клетки-хозяина, трансформированной вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, со­
держащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности 8Еф ГО N0: 10, и вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид,

- 29 -



029290

содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности §ЕС ГО N0: 4.

15. Антитело против СТСР человека, полученное способом, включающим культивирование клетки- 
хозяина в условиях, обеспечивающих экспрессию антитела, причем клетка-хозяин выбрана из группы, 
состоящей из следующих (а) и (Ь):

(a) клетки-хозяина, трансформированной вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, со­
держащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности §ЕС ГО N0: 12, и полинуклеотид, содержащий последовательность, 
кодирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из аминокислотной последовательности 
8ЕС ГО N0: 8; и

(b) клетки-хозяина, трансформированной вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, со­
держащий последовательность, кодирующую вариабельную область тяжелой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности §ЕС ГО N0: 12, и вектором экспрессии, содержащим полинуклеотид, 
содержащий последовательность, кодирующую вариабельную область легкой цепи, состоящую из ами­
нокислотной последовательности §ЕС ГО N0: 8.

16. Фармацевтическая композиция для профилактики или лечения заболевания, в патогенез которо­
го вовлечен СТСР человека, содержащая антитело против СТСР человека или фрагмент антитела против 
СТСР человека по любому из пп.1-6, 14 и 15 и фармацевтически приемлемый наполнитель.

Евразийская патентная организация, ЕАПВ 

Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2
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