
 

УКРАЇНА 
(19) UA         (11) 104456        (13) C2 

(51) МПК  
G01N 33/50 (2006.01) 
C12Q 1/37 (2006.01)  

 
ДЕРЖАВНА СЛУЖБА 
ІНТЕЛЕКТУАЛЬНОЇ 

ВЛАСНОСТІ 
УКРАЇНИ 

 

 

 

 
 

U
A

  
 1

0
4

4
5

6
  

 C
2

 

 

 

(12) ОПИС ДО ПАТЕНТУ НА ВИНАХІД 

(54) ІМУНОЛОГІЧНІ ТЕСТИ НА АКТИВНІСТЬ ЕНДОПЕПТИДАЗ ІЗ ЗМІНЕНОЮ НАЦІЛЕНІСТЮ  

 

(57) Реферат: 

Винахід стосується способу виявлення активності ендопептидаз зі зміненою націленістю та 
aнти-SNAP-25 антитіл, які зв'язуються з епітопом, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок Р1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A з продукту розщеплення SNAP-
25. 

(21) Номер заявки: a 2011 11973 

(22) Дата подання заявки: 12.03.2010 

(24) Дата, з якої є чинними 
права на винахід: 

10.02.2014 

(31) Номер попередньої 
заявки відповідно до 
Паризької конвенції: 

61/160,217 

(32) Дата подання 
попередньої заявки 
відповідно до 
Паризької конвенції: 

13.03.2009 

(33) Код держави-учасниці 
Паризької конвенції, 
до якої подано 
попередню заявку: 

US 

(41) Публікація відомостей 
про заявку: 

10.11.2011, Бюл.№ 21 

(46) Публікація відомостей 
про видачу патенту: 

10.02.2014, Бюл.№ 3 

(86) Номер та дата 
подання міжнародної 
заявки, поданої 
відповідно до 
Договору PCT 

PCT/US2010/027244, 
12.03.2010 

 

(72) Винахідник(и): 
Ванг Джоан (US), 
Жу Гонг (US), 
Ходжес Д. Діанна (US), 
Фернандес Салес Істер (US) 

(73) Власник(и): 
АЛЛЕРГАН, ІНК., 

2525 Dupont Drive, T2-7H, Irvine, CA 92612, 
United States of America (US) 

(74) Представник: 
Брагарник Олександр Миколайович, 
реєстр. №326 

(56) Перелік документів, взятих до уваги 
експертизою: 
WO 96/33273 A1, 24.10.1996 
WO 95/33850 A1, 14.12.1995 
US 2004/219619 A1, 04.11.2004 
JONES ET AL: "Development of improved 
SNAP25 endopeptidase immuno-assays for 
botulinum type A and E toxins" JOURNAL OF 
IMMUNOLOGICAL METHODS, ELSEVIER 
SCIENCE PUBLISHERS B.V., AMSTERDAM, 
NL, vol. 329, no. 1-2, 23 October 2007 (2007-
10-23), pages 92-101 

 



UA   104456   C2 

 

 



UA   104456   C2 

1 

[01] Дана заявка на патент претендує на пріоритет відповідно до § 119(e) розділу 35 Зводу 
законів США відповідно до попередньої заявки на патент США № 61/160217, поданої 13 
березня 2009 р., зміст якої повністю включений в дану заявку за допомогою посилання. 

[02] Послідовності, охарактеризовані в даному описі, наведені в переліку послідовностей, 
поданому разом з даною заявкою, який повністю включений у дану заявку за допомогою 5 

посилання.  
[03] Здатність токсинів клостридій, таких як, наприклад, ботулінічні нейротоксини (BoNT, ), 

BoNT/A, BoNT/B, BoNT/C1, BoNT/D, BoNT/E, BoNT/F й BoNT/G, і правцевий нейротоксин (TeNT), 
інгібувати нейронну передачу сигналу знаходить широке застосування в терапії й косметології, 
див., наприклад, William J. Lipham, Cosmetic and Clinical Applications of Botulinum Toxin (Slack, 10 

Inc., 2004). Токсини клостридій, комерційно доступні у формі фармацевтичних композицій, 
включають препарати BoNT/A, такі як, наприклад, BOTOX® (Allergan, Inc., Ірвін, Каліфорнія), 
DYSPORT®/RELOXIN® (Ipsen Ltd., Слау, Англія), PURTOX® (Mentor Corp., Санта-Барбара, 
Каліфорнія), XEOMIN® (Merz Pharmaceuticals, Gmb., Франкфурт, Німеччина), NEURONOX® 
(Medy-Tox, Inc., Очанг-мієон, Південна Корея), BTX-A (Biogen-tech Ltd., University, Яньтай, 15 

Шаньдун, Китай); і препарати BoNT/B, такі як, наприклад, MYOBLOC®/NEUROBLOC® (Solstice 
Neurosciences, Inc., Південний Сан-Франциско, Каліфорнія). Наприклад, BOTOX® у даний час 
схвалений в одній або декількох країнах для наступних показань: ахалазія, м'язова 
спластичність у дорослих, анальні тріщини, біль у спині, блефароспазм, бруксизм, шийна 
дистонія, есенціальний тремор, міжбровні зморшки або гіперкінетичні лицьові зморшки, 20 

головний біль, геміфаціальний спазм, гіперактивність сечового міхура, підвищене 
потовиділення, дитячий церебральний параліч, розсіяний склероз, міоклонічні порушення, 
носогубні зморшки, спастична дисфонія, косоокість і ураження VII нерва. 

[04] Обробка токсином клостридій призводить до інгібування вивільненню нейромедіаторів і 
нейропептидів шляхом порушення процесу екзоцитозу, за допомогою якого здійснюється 25 

секреція нейромедіаторів і нейропептидів у синаптичну щілину. Фармацевтична промисловість 
прагне розширити терапевтичне застосування токсину клостридій за межі нинішнього 
використання як міорелаксанту й застосовувати його для лікування захворювань, пов'язаних із 
сенсорними нервами, таких як, наприклад, різні види хронічного болю, нейрогенного запалення 
й урогенітальних порушень, а також інших захворювань, таких як, наприклад, панкреатит. Один 30 

підхід, що використовується у даний час для розширення сфери застосування способів 
лікування на основі токсину клостридій, включає модифікацію токсину клостридій, у результаті 
якої модифікований токсин має змінену націленість стосовно нервових або стосовно не 
нервових клітин, які представляють собою інтерес. Ці молекули, названі ендопептидазами зі 
зміненою націленістю або Білками-Модуляторами Направленого Везикулярного Екзоцитозу 35 

(TVEMP), здійснюють свою інгібуючу дію відносно екзоцитозу, використовуючи рецептор-
мішень, який є присутнім на нервових, або таких що не відносяться до нервових клітинах-
мішенях, що представляють собою інтерес. Така зміна специфічності стосовно клітин-мішеней 
досягається за рахунок заміни природного домена зв'язування токсину клостридій на 
націлюючий домен, який демонструє вибіркову зв'язуючу активність стосовно рецептора, 40 

відмінного від рецептора токсину клостридій і присутнього на нервових або таких що не 
відносяться до нервових клітинах-мішенях, що представляють собою інтерес. Такі модифікації 
домена зв'язування призводять до того, що молекула здобуває здатність вибірково зв'язувати 
рецептор, відмінний від рецептора токсину клостридій і присутній на клітинах-мішенях. 
Ендопептидаза зі зміненою націленістю здатна зв'язуватися з рецептором-мішенню, 45 

переміщатися в цитоплазму й проявляти свій протеолітичний ефект стосовно комплекса SNARE 
нервових або стосовно не нервових клітин-мішеней, що представляють собою інтерес. 

[05] Одна група ендопептидаз зі зміненою націленістю включає молекули, які мають домен 
зв'язування з опіоїдними рецепторами. Ці ендопептидази зі зміненою опіоїдною націленістю 
включають домен зв'язування з опіоїдними рецепторами, транслокаційний домен токсину 50 

клостридій і ферментативний домен токсину клостридій. Необмежуючі приклади ендопептидаз 
зі зміненою опіоїдною націленістю або опіоїдно-TVEMP описані, наприклад, в Keith A. Foster et 
al., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, патенті США 
5989545; J. Oliver Dolly et al., Activatable Recombinant Neurotoxins, патенті США 7132259; 
Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, патенті США 55 

7244437; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, патенті 
США 7413742; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, 
патенті США 7415338; Lance E. Steward et al., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods 
of Their Use, патенті США 7514088; Keith A. Foster, Fusion Proteins, публікації заявки на патент 
США 2008/0064092; Keith A. Foster, Fusion Proteins, публікації заявки на патент США 60 



UA   104456   C2 

2 

2009/0035822; Lance E. Steward et al., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their 
Use, публікації заявки на патент США 2009/0048431; Keith A. Foster, Non-Cytotoxic Protein 
Conjugates, публікації заявки на патент США 2009/0162341; Keith A. Foster et al., Re-targeted 
Toxin Conjugates, публікації міжнародної заявки WO 2005/023309; і Lance E. Steward, Modified 
Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Capabilities for 5 

Non-Clostridial Toxin Target Cells, публікації міжнародної заявки WO 2008/008805; зміст кожного з 
яких повністю включений в дану заявку за допомогою посилання. 

[06] Одна із головних відмінностей між ендопептидазами зі зміненою націленістю й 
токсинами клостридій полягає в тому, що оскільки мотонейрони зазвичай не є мішенями 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, смертність, пов'язана з перевищенням дози 10 

ендопептидаз зі зміненою націленістю, у ссавців значно знижена або навіть повністю 
виключена. Наприклад, ендопептидази зі зміненої опіоїдною націленістю можна ввести в дозі, 
що перевищує терапевтично ефективну дозу в 10000 раз без прояву свідчень летальності, яка в 
цьому випадку є результатом пасивної дифузії молекули, а не процесу інтоксикації. Таким 
чином, ендопептидази зі зміненою націленістю являють собою нелетальні молекули при будь-15 

яких практичних застосуваннях. Хоча ця властивість відсутності летальності має великі 
переваги для застосування в терапії, виникає проблема, пов'язана з виробництвом, оскільки 
стандартним тестом на активність, що використовується у виробництві біопрепаратів на основі 
токсину клостридій, є біотест ЛД50 на мишах, тест на летальність. S. S. Arnon et al., JAMA 285: 
1059-1070 (2001). У цей час біотест ЛД50 на мишах використовується всіма виробниками 20 

фармацевтичної продукції для вираження активності їхніх препаратів на основі токсину 
клостридій. Фактично, одиниці активності токсинів клостридій являють собою одиниці ЛД50 у 
мишей. Однак, внаслідок того, що ендопептидази зі зміненою націленістю власне кажучи 
нелетальні, біотест ЛД50 на мишах не можна використовувати для оцінки активності цих 
молекул. Таким чином, простий, надійний, перевірений і прийнятний з погляду державних 25 

органів тест на активність, який дозволяє оцінити надійність всіх етапів, необхідних для 
поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю, мав би значну цінність. 

[07] Відповідно до даної заявки запропоновані нові композиції, клітини й способи для оцінки 
активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що підходять для застосування в різних 
галузях промисловості, таких як, наприклад, фармацевтична й харчова промисловість, із 30 

забезпеченням пов'язаних із цим переваг. Ці композиції, клітини й способи не припускають 
використання живих тварин або тканин, взятих у живих тварин, але дозволяють оцінити всі 
етапи, необхідні для дії ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

Детальний опис графічних матеріалів  
[08] На Фіг. 1 показана схема сучасної парадигми вивільнення нейромедіатора й токсичної 35 

дії токсину клостридій у центральному й периферичному нейроні. На Фіг. 1А показана схема 
механізму вивільнення нейромедіатора в центральному й периферичному нейроні. Процес 
вивільнення можна описати як такий, що складається з двох етапів: 1) стикування пухирця, при 
якому пов'язаний з пухирцем білок SNARE пухирця, що містить молекули нейромедіатора, 
взаємодіє з пов'язаними з мембраною білками SNARE, розташованими на плазматичній 40 

мембрані; і 2) вивільнення нейромедіатора, при якому пухирець зливається із плазматичною 
мембраною й відбувається екзоцитоз молекул нейромедіатора. На Фіг. 1Б показана схема 
механізму токсичної дії правцевого й ботулінічного токсинів у центральному й периферичному 
нейроні. Цей процес інтоксикації можна описати як такий, що складається із чотирьох етапів: 1) 
зв'язування рецептора, при якому токсин клостридій зв'язується з рецепторним комплексом 45 

клостридій й ініціює процес інтоксикації; 2) інтерналізації комплексу, при якій після зв'язування 
токсину відбувається перенесення пухирця, що містить комплекс токсин/рецепторна система, у 
клітину шляхом ендоцитозу; 3) транслокації легкого ланцюга, при якій, як припускають, має 
місце велика кількість подій, включаючи зміну pН всередині пухирця, формування каналу пори, 
що включає домен HN важкого ланцюга токсину клостридій, розділення легкого й важкого 50 

ланцюгів токсину клостридій і вивільнення легкого ланцюга, і 4) ферментативної модифікації 
мішені, при якій легкий ланцюг токсину клостридій протеолітично розщеплює свої субстрати-
мішені SNARE, такі як, наприклад, SNAP-25, VAMP або Syntaxin, таким чином запобігаючи 
стикуванню пухирця й вивільненню нейромедіатора. 

[09] На Фіг. 2 показана повнодозова відповідь на ендопептидазу зі зміненою націленістю 55 

Noc/A у клональній клітинній лінії ORL-1Clone #6 з підвищеною експресією ORL-1. Специфічне 
поглинання Noc/A можна спостерігати в клональній клітинній лінії ORL-1Clone #6, 
надекспресуючою ORL-1. Обробка Noc/A (LHN/A плюс варіант зв'язуючого ліганду ноцицептину) 
і LHN/A (LC/A й HN без домену зв'язування), проведена на клоні №6 стабільної клітинної лінії 
ORL-1 у тесті методом твердофазного ІФА в модифікації ECL на розщеплений SNAP-25197, 60 
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продемонструвала, що поглинання Noc/A є специфічним у цієї клональної клітинної лінії. 
Клональна клітинна лінія також демонструє значну чутливість до Noc/A, яка характеризується 
значенням EC50, що дорівнює 1,2 нМ. 

[010] На Фіг. 3 показана повнодозова відповідь на Noc/A у клонах №3 й №22 SK-N-DZ, 
одержаних з однієї клітини. Специфічне поглинання Noc/A у клонах №3 й №22 SK-N-DZ у 5 

порівнянні з LHN/A (n=4 проведених незалежних експерименти). Клітини розсівали на 96-лункові 
планшети, покриті полі-D-лізином, у СБС RPMI+N2+B27+NGF. Обробка речовинами тривала 22 
години. Тест методом твердофазного ІФА в модифікації ECL на розщеплений SNAP-25197 
продемонстрував, що поглинання Noc/A є специфічним у цих клональних клітинних лініях. 
Клональні клітинні лінії також демонструють значну чутливість до Noc/A, яка характеризується 10 

значенням EC50, що дорівнює 0,3 нМ для клону №3 й 0,9 нМ для клону №22. 
[011] На Фіг. 4 показані результати аналізу "сендвіч”-методом твердофазного ІФА в 

модифікації ECL на клонах 1C11, 4B7 й 4C9 ORL1 ND7, оброблених ендопептидазою зі 
зміненою націленістю Noc/A. Батьківські клони ND7 й ORL1 ND7 обробляли Noc/A протягом 24 
годин, після чого проводили інкубацію протягом двох днів. EC50 для батьківського ND7 15 

неможливо було обчислити, тому що розщеплення SNAP-25197 відбувалося лише приблизно 
на 50 %. У клонах 4B7 й 1C11 розщеплення SNAP-25197 відбувалося більше ніж на 80 %. 
Обчислені значення EC50 становили відповідно 5,7±0,5, 6,7±1 й 8,6±2 нМ. 

[012] На Фіг. 5 показано, що поліклональні антитіла проти ноцицептину здатні блокувати 
поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A у клітинних лініях клону №3, клону 20 

№22 SK-N-DZ і клону №6 AGN P33 ORL-1. Клітини розсівали на 96-лункові планшети, покриті 
полі-D-лізином, у СБС RPMI+N2+B27+NGF й обробляли протягом 22 годин середовищем без 
сироватки, що містить поліклональні антитіла проти ноцицептину в різних розведеннях (0-3 
мкг/мл) і 1 нМ Noc/A. 

[013] На Фіг. 6 показані клітини клону AF4 SiMa і стабільної клітинної лінії PC-12, оброблені 25 

ендопептидазою зі зміненою націленістю Dyn/A у концентрації від 0,017 нМ до 1 мкМ, як 
представлено на зображенні Вестерн блоту. В обох клітинних лініях спостерігали дозозалежне 
поглинання. 

[014] На Фіг. 7 показані нормовані криві аналізу методом поверхневого плазменного 
резонансу SPR BIAcore з використанням 7,8 нМ антитіл 2E2A6, 1D3B8, 3C1A5 й 2C9B10 і 30 

комерційних MC-6050 й MC-6053. На Фіг. 7A показані нормовані дані за швидкістю асоціації для 
кожного антитіла. На Фіг. 7Б показані нормовані дані за швидкостю дисоціації для кожного 
антитіла. 

Детальний опис винаходу  
[015] Згідно із даним винаходом запропоновані нові тести для аналізу присутності або 35 

відсутності в зразку активної ендопептидази зі зміненою націленістю й для аналізу активності 
ендопептидази зі зміненою націленістю. Нові клітинні тести, описані в даній заявці, основані на 
клітинах, реагентах і способах детектування, завдяки яким дані тести можна використовувати 
для детектування наномолярних кількостей ендопептидази зі зміненою націленістю в зразку. 
Клітинні тести, що описані в даній заявці, призначені для аналізу множинних функцій 40 

ендопептидази зі зміненою націленістю, а саме, зв'язування ендопептидази зі зміненою 
націленістю з рецептором на поверхні клітини, інтерналізації комплексу ендопептидаза-
рецептор, транслокації ферментативного домену в цитоплазму й розщеплення субстрату 
ферментативним доменом. Як більш детально обговорюється нижче, нові способи й композиції 
можна використовувати для аналізу як неопрацьованих й об'єднаних зразків, так і 45 

високоочищених дволанцюгових ендопептидаз зі зміненою націленістю й складів на основі 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, а також у форматі автоматизованого 
високопродуктивного аналізу. 

[016] Таким чином, відповідно до одного аспекту даного винаходу запропоновані композиції, 
що викликають імунну відповідь, для одержання анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково 50 

зв'язуються з епітопом, що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці 
якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Композиції, 
що викликають імунну відповідь, можуть включати ад'ювант і композиції, що викликають імунну 
відповідь, включаючи антиген SNAP-25, носій, пов'язаний з антигеном SNAP-25, або носій, 
пов'язаний із гнучким спейсером, у свою чергу пов'язаним з антигеном SNAP-25, де між 55 

антигеном SNAP-25 і носієм поміщений гнучкий лінкер. Припускається, що всі без винятку 
антигени SNAP-25, які викликають імунну відповідь, яка призводить до вироблення анти-SNAP-
25 антитіл, здатних вибірково зв'язуватися з епітопом SNAP-25, карбоксильний кінець якого 
відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, можуть бути 
придатні як антигени SNAP-25, включаючи, але не обмежуючись перерахованими: антигени 60 
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SNAP-25, одержані із природного SNAP-25, антигени SNAP-25, одержані з SNAP-25, що не 
зустрічається в природі, і антигени SNAP-25, що включають імунореактивні фрагменти SNAP-
25, SNAP-25 із природного SNAP-25 або SNAP-25, що не зустрічається в природі. Антигени 
SNAP-25, придатні для одержання анти-SNAP-25 антитіл, здатних вибірково зв'язуватися з 
епітопом SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у 5 

сайті розщеплення токсином BoNT/A, включають, без обмеження, антигени SNAP-25, що 
включають пептид SNAP-25, на C-кінці якого знаходиться карбоксильований залишок глутаміну, 
пов'язаний з пептидом-носієм, включаючи, без обмеження, SEQ ID NO: 38. Інші композиції, що 
викликають імунну відповідь, придатні для одержання анти-SNAP-25 антитіл, здатних вибірково 
зв'язуватися з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 10 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, включають, без обмеження, композиції, що 
викликають імунну відповідь, які містять носій, пов'язаний із гнучким лінкером, у свою чергу 
пов'язаним з антигеном SNAP-25-карбоксильованим C-кінцевим глутаміном, причому гнучкий 
лінкер поміщений між антигеном SNAP-25 і носієм. Припускається, що в такій композиції, яка 
викликає імунну відповідь, можуть застосовуватися будь-які ад'юванти, включаючи, але не 15 

обмежуючись перерахованими: поліетиленгліколь (ПЕГ), монометоксиполіетиленгліколь 
(мПЕГ), полівінілалкоголь (ПВА), повний і неповний ад'ювант Фрейнда. 

[017] Відповідно до іншого аспекту даного винаходу запропоновані способи одержання анти-
SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом, що містить продукт розщеплення SNAP-
25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті 20 

розщеплення токсином BoNT/A. Аспекти даного способу включають етапи (а) введення 
тваринам композиції, що викликає імунну відповідь стосовно SNAP-25, яка описана в даній 
заявці; (б) відбір у тварин зразка, що містить анти-SNAP-25 антитіло або клітину, що продукує 
анти-SNAP-25 антитіло; і (в) виділення анти-SNAP-25 антитіла зі зразка. Описані способи 
придатні для одержання моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з 25 

епітопом, що містить продукт розщеплення SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 
залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, або поліклональних 
анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом, що містить продукт розщеплення 
SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення токсином BoNT/A. 30 

[018]  Відповідно до ще одного аспекту даного винаходу запропоновані анти-SNAP-25 
антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом, що містить SNAP-25, карбоксильний кінець якого 
відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. Такі анти-
SNAP-25 антитіла включають як природні антитіла, так і антитіла, що не зустрічаються в 
природі, а також поліклональні антитіла або поліклональні анти-SNAP-25 антитіла. 35 

Моноклональні анти-SNAP-25 антитіла, придатні як анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково 
зв'язуються з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, включають, без обмеження, 
моноклональні анти-SNAP-25 антитіла, одержані в гібридомних клітинних лініях 1D3B8, 2C9B10, 
2E2A6, 3C1A5 й 3C3E2. 40 

[019]  Відповідно до ще одного аспекту даного винаходу запропоновані імунологічні способи 
детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю. Аспекти даного способу 
включають етапи (а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить 
ендопептидазу зі зміненою націленістю, причому клітина зі стабільної клітинної лінії чутлива до 
активності ендопептидази зі зміненою націленістю; (б) виділення з оброблених клітин 45 

компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, карбоксильний кінець якого 
відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A; (в) 
приведення компонента SNAP-25 у контакт із анти-SNAP-25 антитілами, описаними в даній 
заявці; і (г) детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 
антитіло й продукт розщеплення SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 50 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A; при цьому детектування з 
використанням комплексу антитіло-антиген є показником активності ендопептидази зі зміненою 
націленістю. Анти-SNAP-25 антитіла з етапу (в) можуть бути пов'язані із твердофазною 
підкладкою. 

[020]  Відповідно до ще одного аспекту даного винаходу запропоновані імунологічні способи 55 

детектування активності опіоїдно-TVEMP. Аспекти даного способу включають етапи (а) обробки 
клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі зміненою націленістю, 
причому клітина зі стабільної клітинної лінії має здатність до поглинання ендопептидази зі 
зміненою націленістю; (б) виділення з оброблених клітин компонента SNAP-25, що містить 
SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті 60 
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розщеплення токсином BoNT/A; (в) здійснення контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 
антитілами, описаними в даній заявці; і (г) детектування присутності комплексу антитіло-
антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 
залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A; при цьому 
детектування з використанням комплексу антитіло-антиген є показником активності 5 

ендопептидази зі зміненою націленістю. Анти-SNAP-25 антитіла з етапу (в) можуть бути 
пов'язані із твердофазною підкладкою. 

[021] Відповідно до подальшого аспекту даного винаходу запропоновані способи визначення 
імунної резистентності ссавців стосовно ендопептидази зі зміненою націленістю. Аспекти даного 
способу включають етапи (а) додавання ендопептидази зі зміненою націленістю до тестуємого 10 

зразка, одержаного з організму ссавця, досліджуваного на наявність або відсутність 
нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю; (б) обробки клітини зі 
стабільної клітинної лінії тестувальним зразком, причому клітина зі стабільної клітинної лінії 
чутлива до активності ендопептидази зі зміненою націленістю; (в) виділення з оброблених 
клітин компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, карбоксильний кінець 15 

якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A; (г) 
здійснення контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілами, описаними в даній 
заявці; (д) детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 
антитіло й продукт розщеплення SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A; (е) повторення етапів а-д зі 20 

зразком для негативного контролю замість тестувального зразка; (ж) порівняння кількості 
комплексу антитіло-антиген, детектованного на етапі (д), з кількістю комплексу антитіло-
антиген, детектованою на етапі (е), при цьому детекція меншої кількості комплексу антитіло-
антиген, детектованої на етапі (д), у порівнянні з кількістю комплексу антитіло-антиген, 
детектованою на етапі (е), свідчить про присутність нейтралізуючих антитіл проти 25 

ендопептидази зі зміненою націленістю. Анти-SNAP-25 антитіла з етапу (г) можуть бути 
пов'язані із твердофазною підкладкою. Контрольний зразок з етапу (е) може також включати 
зразок для позитивного контролю на додаток до зразка для негативного контролю. 

[022] Токсини клостридій, що виробляються Clostridium botulinum, Clostridium tetani, 
Clostridium baratii й Clostridium butyricum, є найбільш широко використовуваними в 30 

терапевтичних і косметичних цілях у людини й інших ссавців. Штами C. botulinum виробляють 
сім імунологічно відмінних серотипів ботулінічних токсинів (BoNTs), які були виявлені при 
дослідженні спалахів ботулізму в людини (BoNT/A, BoNT/B, BoNT/E й BoNT/F), тварин (BoNT/C1 
й BoNT/D) або були ізольовані із ґрунту (BoNT/G). Хоча всі сім серотипів ботулінічного токсину 
мають подібну структуру й біологічні властивості, кожен з них також демонструє гетерогенні 35 

характеристики, такі як, наприклад, різні фармакологічні властивості. Навпаки, токсин правця 
(TeNT) виробляє однорідна група C. tetani. Два інші види Clostridia, C. baratii й C. butyricum, 
також виробляють токсини, подібні відповідно BoNT/F й BoNT/E. 

[023] Кожен з токсинів клостридій транслюється у виді одного поліланцюга масою приблизно 
150 кДа, який згодом протеолітично розрізається в межах дисульфідної петлі природною 40 

протеазою, такою як, наприклад, ендогенна протеаза токсину клостридій або природною 
протеазою, що виробляється в навколишньому середовищі. Цей посттрансляційний процесінг 
призводить до утворення молекули, яка складається із двох ланцюгів і включає легкий ланцюг 
(LC) масою приблизно 50 кДа й важкий ланцюг (HC) масою приблизно 100 кДа, що втримуються 
разом єдиним дисульфідним зв'язком і нековалентними взаємодіями. Кожна зріла 45 

дволанцюгова молекула включає три функціонально відмінних домени: 1) ферментативний 
домен, розташований в LC, який включає металопротеазну область, що має цинк-залежну 
ендопептидазну активність, специфічною мішенню якої є основні компоненти апарату 
вивільнення нейромедіатора; 2) транслокаційний домен, який міститься в межах аміно-кінцевої 
половини HC (HN) і полегшує вивільнення LC із внутрішньоклітинних пухирців у цитоплазму 50 

клітини-мішені; і 3) зв'язуючий домен, що знаходиться в межах карбокси-кінцевої половини HC 
(HC), який визначає зв'язуючу активність і специфічність зв'язування токсину з рецепторним 
комплексом, розташованим на поверхні клітини-мішені. 

[024] Зв'язуюча, транслокаційна й ферментативна активності цих трьох функціональних 
доменів є необхідними для токсичності. Хоча деталі цього процесу ще не відомі повністю, 55 

загальні механізми клітинної інтоксикації, завдяки яким токсини клостридій проникають у нейрон 
й інгібують вивільнення нейромедіатора, є подібними, незалежно від серотипу або підтипу. Хоча 
заявники не мають на увазі, що даний опис буде обмежувати даний винахід, механізм 
інтоксикації можна описати як такий, що включає щонайменше чотири етапи: 1) зв'язування 
рецептора, 2) інтерналізація комплексу, 3) транслокація легкого ланцюга й 4) ферментативна 60 
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модифікація мішені (ФІГ. 1). Процес починається, коли домен HC токсину клостридій зв'язується 
з токсин-специфічною рецепторною системою, розташованою на поверхні плазматичної 
мембрани клітини-мішені. Специфічність зв'язування рецепторного комплексу, як припускають, 
частково забезпечується певними комбінаціями гангліозидів і білкових рецепторів, які, 
очевидно, включають кожен окремий рецепторний комплекс токсину клостридій. Після 5 

утворення комплексу токсин/рецептор він інтерналізується за механізмом ендоцитозу, а 
інтерналізовані пухирці направляються за визначеними внутрішньоклітинними маршрутами. 
Припускають, що етап транслокації ініціюється закисленням компартменту пухирця. Цей 
процес, очевидно, ініціює важливі залежні від pН структурні перебудови, які збільшують 
гідрофобність, сприяють формуванню пори й полегшують розділення важких і легких ланцюгів 10 

токсину. Після розділення ендопептидаза легкого ланцюга токсину вивільняється із 
внутрішньоклітинного пухирця в цитозоль, де, як припускають, її специфічними мішенями є 
основні компоненти апарату вивільнення нейромедіатора. Ці основні білки, зв'язаний з 
пухирцем мембранний білок (VAMP, vesicle-associated membrane protein)/синаптобревін, 
зв'язаний із синаптосомою білок масою 25 кДа (SNAP-25, synaptosomal-associated protein of 25 15 

kDa) і Синтаксин, необхідні для стикування синаптичних пухирців й злиття в нервовому 
закінченні і є членами родини розчинних білкових рецепторів прикріплення N-етилмалеімід-
чутливого фактора (SNARE, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein-receptor). 
BoNT/A й BoNT/E розщеплюють SNAP-25 у карбокси-кінцевій області, вивільняючи фрагмент, 
що складається відповідно з дев'яти або двадцяти шести амінокислот, а BoNT/C1 також 20 

розщеплює SNAP-25 близько карбоксильного кінця, вивільняючи фрагмент, що складається з 
восьми амінокислот. Ботулінічні серотипи BoNT/B, BoNT/D, BoNT/F й BoNT/G і токсин правця 
впливають на консервативну центральну частину VAMP і вивільняють аміно-кінцеву частину 
VAMP у цитозоль. BoNT/C1 розщеплює синтаксин у єдиному місці близько поверхні 
цитоплазматичної мембрани. Вибірковий протеоліз синаптичних білків SNARE призводить до 25 

блокування вивільнення нейромедіатора, що викликається токсинами клостридій in vivo. Мішені 
токсинів клостридій, білки SNARE, характерні для екзоцитозу у великій кількості типів клітин, які 
не відносяться до нейронів; у цих клітинах, як і у нейронах, пептидазна активність легкого 
ланцюга інгібує екзоцитоз, див., наприклад, Yann Humeau et al., How Botulinum and Tetanus 
Neurotoxins Block Neurotransmitter Release, 82(5) Biochimie. 427-446 (2000); Kathryn Turton et al., 30 

Botulinum and Tetanus Neurotoxins: Structure, Function and Therapeutic Utility, 27(11) Trends 
Biochem. Sci. 552-558. (2002); Giovanna Lalli et al., The Journey of Tetanus and Botulinum 
Neurotoxins in Neurons, 11(9) Trends Microbiol. 431-437, (2003). 

[025] Ендопептидази зі зміненою націленістю зазвичай заміщують сайт розщеплення 
природних дволанцюгових протеаз із петлевою структурою сайтом розщеплення екзогенних 35 

протеаз. Див. наприклад, Dolly, J.O. et al., Activatable Clostridial Toxins, патент США 7419676, 
включений у дану заявку за допомогою посилання. Хоча ендопептидази зі зміненою націленістю 
варіюють згідно загальній молекулярній масі через розмір націлюючого домену, процес 
активації та його залежність від розщеплення за екзогенним сайтом розщеплення з утворенням 
дволанцюгової молекули є, по суті, тим же самим, як і для токсинів клостридій. Див., наприклад, 40 

Steward, L.E. et al., Activatable Clostridial Toxins, публікація заявки на патент США 2009/0005313; 
Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered 
Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, заявка на патент США 11/776,075; 
Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered 
Targeting Activity for Clostridial Toxin Target Cells, публікація заявки на патент США 2008/0241881, 45 

зміст кожного з яких включено в дану заявку за допомогою посилання. 
[026] Частина аспектів даного опису включає композицію, що викликає імунну відповідь, для 

одержання анти-SNAP-25 антитіл, здатних вибірково зв'язуватися з SNAP-25, карбоксильний 
кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. 
У даній заявці термін "композиція, що викликає імунну відповідь" відноситься до композиції, що 50 

включає антиген SNAP-25, який при введенні тварині стимулює імунну відповідь стосовно 
антигену SNAP-25, тим самим призводячи до утворення анти-SNAP-25 антитіл, здатних 
вибірково зв'язуватися з SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A… Термін "імунна відповідь" 
відноситься до будь-якої відповіді імунної системи тварини на композицію, що викликає імунну 55 

відповідь. Приклади імунних відповідей включають, але не обмежуються перерахованими: 
клітинний, а також місцевий і системний гуморальний імунітет, такі як, наприклад, відповіді 
цитолітичних лімфоцитів, включаючи антиген-специфічну індукцію CD8 + цитолітичних 
лімфоцитів, відповіді T-клітин-хелперів, включаючи проліферативні відповіді T-клітин і 
вивільнення цитокінів, і відповіді B-клітин, включаючи, наприклад, відповідь утворення антитіл. 60 
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Термін "стимуляція імунної відповіді" відноситься до введення композиції, що викликає імунну 
відповідь або полінуклеотиду, який кодує композицію, що викликає імунну відповідь, при якій 
затронута імунна відповідь, тобто вона стимулюється, ініціюється або індукується. 

[027] Композиція, що викликає імунну відповідь стосовно SNAP-25, включає антиген SNAP-
25. У даній заявці термін "антиген" відноситься до молекули, що викликає імунну відповідь і 5 

включає, але не обмежуються перерахованими: пептиди, полісахариди й кон'югати ліпідів, такі 
як, наприклад, ліпопротеїни й гліколіпіди. У даній заявці термін "антиген SNAP-25" відноситься 
до будь-якого антигену, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку 
у сайті розщеплення токсином BoNT/A, здатному викликати імунну відповідь. Антиген SNAP-25, 
що використовується у складі композиції, що викликає імунну відповідь, повинен бути досить 10 

великим для того, щоб його послідовність була по суті унікальною, щоб забезпечити зниження 
ймовірності одержання антитіл, які мають перехресну націленість стосовно антигенів, відмінних 
від SNAP-25. Крім того, антиген SNAP-25, що використовується у складі композиції, яка 
викликає імунну відповідь, повинен бути досить невеликим для того, щоб викликати імунну 
відповідь істотної інтенсивності тільки проти SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 15 

залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, для підвищення 
ймовірності одержання анти-SNAP-25 антитіл, здатних відрізняти SNAP-25, на карбоксильному 
кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, від 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого відсутній залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A. Крім того, дуже бажано також одержати з хорошим виходом анти-SNAP-20 

25 антитіла однієї амінокислотної послідовності, які відтворювано вибіркові й зв'язуються із 
прийнятною авідністю, щоб уможливити розробку високочутливого тесту. 

[028] Послідовність, що оточує сайт розщеплення BoNT/A, присутній в SNAP-25, позначена 
як P5–P4–P3–P2–P1–P1’–P2’–P3’–P4’–P5’, де P1–P1’ означає розрізуваний зв'язок. Після 
розщеплення ендопептидазою зі зміненою націленістю, продукти розщеплення, що 25 

утворюються, містять фрагмент, що включає послідовність P
5
–P

4
–P

3
–P

2
–P

1
, і фрагмент, що 

включає P
1
’–P

2
’–P

3
’–P

4
’–P

5
’. Таким чином, у даній заявці термін "SNAP-25, на карбоксильному 

кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A" 
відноситься до будь-якого SNAP-25, у якого карбокси-кінцевою амінокислотою є залишок P1. 
Наприклад, Q197–R198 SNAP-25 людини (SEQ ID NO: 5) являє собою розрізуваний зв'язок P1–P1’ 30 

сайту розщеплення BoNT/A. У зв'язку із цим "SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться глутамін розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A" є будь-який продукт 
розщеплення SNAP-25, у якого карбокси-кінцевою амінокислотою є глутамін, причому глутамін 
являє собою Q197 розрізуваного зв'язку. Як інший приклад можна навести K204–H205 SNAP-25 
Torpedo marmorata (SEQ ID NO: 16), що являє собою розрізуваний зв'язок P1–P1’ сайту 35 

розщеплення BoNT/A. У зв'язку із цим "SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
лізин розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A" є будь-який продукт розщеплення 
SNAP-25, у якого карбокси-кінцевою амінокислотою є лізин, причому лізин являє собою K204 
розрізуваного зв'язку. 

[029] Антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 40 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, можна модифікувати з підвищенням 
імуногенності антигену SNAP-25, гаптену або будь-якої іншої антигенної сполуки, яка під час 
відсутності модифікації є імуногенною, неімуногенною або слабоімуногенною. Відповідно до 
одного аспекту даного варіанта реалізації, карбокси-кінцевий залишок P1 розрізуваного зв'язку 
антигену SNAP-25 може карбоксилюватися. Карбоксилювання збільшує бажані імуногенні 45 

властивості антигену SNAP-25 у двох відношеннях. По-перше, оскільки заряджені амінокислоти 
збільшують імуногенність, додавання COO--групи до карбокси-кінцевого залишку збільшить 
загальну імуногенність антигену SNAP-25. По-друге, оскільки залишок P1 розрізуваного зв'язку у 
сайті розщеплення BoNT/A знаходиться в зарядженому стані після розщеплення, додавання 
COO--групи до карбокси-кінцевого залишку підвищить подібність даного антигену до вихідного 50 

антигену, для вибіркового зв'язування з яким розроблені анти-SNAP-25 антитіла, описані в даній 
заявці. 

[030] Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, аміно-кінцевий залишок 
антигену SNAP-25 може бути модифікований шляхом додавання амінокислоти, пристосованої 
для приєднання антигену SNAP-25 до білка-носія, такого як, наприклад, гемоціанін фісурели 55 

(KLH), овальбумін (OVA), тиреоглобулін (THY), бичачий сироватковий альбумін (BSA), соєвий 
інгібітор трипсину (STI) або пептид множинного прикріплення (MAP). Наприклад, залишок 
цистеїну може бути поміщений на N-кінець для того, щоб приєднати білок-носій KLH. 

[031] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, довжина антигену SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 60 
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BoNT/A, може становити, наприклад, щонайменше 5, щонайменше 6, щонайменше 7, 
щонайменше 8, щонайменше 9, щонайменше 10, щонайменше 11, щонайменше 12, 
щонайменше 13, по меншій мері 14, щонайменше 15, щонайменше 16, щонайменше 17, 
щонайменше 18, щонайменше 19, щонайменше 20, щонайменше 25 або щонайменше 30 
амінокислот. Відповідно до іншого варіанта реалізації, довжина антигену SNAP-25, на 5 

карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, може становити, наприклад, якнайбільше 5, якнайбільше 6, якнайбільше 7, 
якнайбільше 8, якнайбільше 9, якнайбільше 10, якнайбільше 11, якнайбільше 12, якнайбільше 
13, якнайбільше 14, якнайбільше 15, якнайбільше 16, якнайбільше 17, якнайбільше 18, 
якнайбільше 19, якнайбільше 20, якнайбільше 25 або якнайбільше 30 амінокислот. Згідно ще 10 

одного варіанту реалізації, довжина антигену SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може знаходитися, 
наприклад, у межах 7-12 амінокислот, у межах 10-15 амінокислот або в межах 13-18 
амінокислот. 

[032] Відповідно до іншого варіанту реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці 15 

якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, включає SEQ 
ID NO: 33. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, антиген SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, включає SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, 
SEQ ID NO: 38 або SEQ ID NO: 39. Відповідно до подальшого варіанта реалізації, антиген 20 

SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, включає SEQ ID NO: 40. 

[033] Згідно ще одного варіанту реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, включає SEQ ID 
NO: 41. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному 25 

кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, включає 
SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44 SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46. Відповідно до 
подальшого варіанта реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, включає SEQ ID NO: 47. 

[034] Припускається, що всі без винятку антигени SNAP-25, які викликають імунну відповідь, 30 

що призводить до вироблення анти-SNAP-25 антитіл, здатних вибірково зв'язуватися з SNAP-
25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, можуть бути придатні як антигени SNAP-25. Таким чином, варіанти 
амінокислотних послідовностей, що включають SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, 
SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, 35 

SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45 або SEQ ID NO: 46, можуть бути 
придатні як антигени SNAP-25, які викликають імунну відповідь, що призводить до вироблення 
анти-SNAP-25 антитіл, здатних вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Таким чином, 
відповідно до одного варіанта реалізації, антиген SNAP-25 може містити щонайменше 1, 40 

щонайменше 2, щонайменше 3, щонайменше 4 або щонайменше 5 замін, делецій або інсерцій 
в амінокислотних послідовностях антигенів SNAP-25, що включають SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 
33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 
39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45 або SEQ ID 
NO: 46. Згідно ще одного варіанту реалізації, антиген SNAP-25 може бути щонайменше на 70 %, 45 

щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або 
щонайменше на 95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот антигенам SNAP-25, що 
включають SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ 
ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ 
ID NO: 44, SEQ ID NO: 45 або SEQ ID NO: 46. 50 

[035] Припускається, що з антигеном SNAP-25 може бути зв'язаний один або декілька носіїв, 
які забезпечують підвищення імуногенності антигену SNAP-25, який є імуногенним, 
неімуногенним або слабоімуногенним у не пов'язаному з носієм виді. Необмежуючі приклади 
включають, наприклад, гемоціанін фісурели (KLH), овальбумін (OVA), тиреоглобулін (THY), 
бичачий сироватковий альбумін (BSA), соєвий інгібітор трипсину (STI) або пептид множинного 55 

прикріплення (MAP). Як добре відомо в даній галузі техніки, неантигенний або слабоантигенний 
антиген може бути перетворений в антигенний шляхом зв'язування антигену з носієм. Велика 
кількість інших носіїв і способів зв'язування антигену з носієм добре відомі в даній галузі техніки. 
Див., наприклад, Harlow and Lane, див. вище, 1998a; Harlow and Lane, див. вище, 1998b; і David 
W. Waggoner, Jr. et al., Immunogenicity-enhancing carriers and compositions thereof and methods of 60 
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using the same, публікація заявки на патент США №20040057958 (25 березня 2004 р.). Епітоп 
також може бути одержаний шляхом експресії епітопа в складі химерного білка. Способи 
експресії химерних поліпептидів добре відомі фахівцям у даній галузі техніки, як описано, 
наприклад, в Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (Supplement 47), John Wiley & 
Sons, New York (1999). Оскільки на карбоксильному кінці антигену SNAP-25 повинен 5 

знаходитися залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, носій повинен бути 
приєднаний до N-кінця антигену SNAP-25. 

[036] Припускається, що з антигеном SNAP-25 може бути зв'язаний один або декілька 
гнучких спейсерів, які підвищують імуногенність антигену SNAP-25, який є імуногенним, 
неімуногенним або слабоімуногенним у не пов'язаному із гнучкими лінкерами виді. Гнучкий 10 

спейсер збільшує загальну довжину пептиду антигену SNAP-25 і забезпечує гнучкість, тим 
самим полегшуючи належну презентацію антигену SNAP-25 імуноцитам. Як необмежуючий 
приклад, композиція, що викликає імунну відповідь стосовно SNAP-25, може включати антиген 
SNAP-25, пов'язаний з одним або декількома гнучкими спейсерами в тандемі для кращої 
презентації антигену SNAP-25 імуноцитам, тим самим полегшуючи імунну відповідь. 15 

[037] Гнучкий спейсер, що містить пептид, становить у довжину щонайменше одну 
амінокислоту й включає незаряджені амінокислоти з невеликими групами бічних ланцюгів (R), 
такі як, наприклад, гліцин, аланін, валін, лейцин або серин. Таким чином, відповідно до одного 
варіанта реалізації, довжина гнучкого спейсера може становити, наприклад, щонайменше 1, 
щонайменше 2, щонайменше 3, щонайменше 4, щонайменше 5, щонайменше 6, щонайменше 20 

7, щонайменше 8, щонайменше 9 або щонайменше 10 амінокислот. Відповідно до іншого 
варіанта реалізації, довжина гнучкого спейсера може становити, наприклад, щонайменше 1, 
якнайбільше 2, якнайбільше 3, якнайбільше 4, якнайбільше 5, якнайбільше 6, якнайбільше 7, 
якнайбільше 8, якнайбільше 9 або якнайбільше 10 амінокислот. Згідно ще одного варіанту 
реалізації, довжина гнучкого спейсера може знаходитися, наприклад, у межах 1-3 амінокислот, у 25 

межах 2-4 амінокислот, у межах 3-5 амінокислот, у межах 4-6 амінокислот або в межах 5-7 
амінокислот. Необмежуючі приклади гнучкого спейсера включають, наприклад, G-спейсери, такі 
як GGG, GGGG (SEQ ID NO: 57) і GGGGS (SEQ ID NO: 58), або A-спейсери, такі як AAA, AAAA 
(SEQ ID NO: 59) і AAAAV (SEQ ID NO: 60). Гнучкий спейсер пов'язаний з антигеном SNAP-25 в 
одній рамці зчитування в складі химерного білка. 30 

[038] Як відзначалося вище, гнучкий спейсер частково використовують для збільшення 
загальної довжини пептиду антигену SNAP-25. Наприклад, загальну довжину антигену SNAP-25 
з 5-10 амінокислот можна збільшити шляхом приєднання гнучкого спейсера довжиною 3-5 
амінокислот до N-кінця антигену SNAP-25. Як інший приклад, загальну довжину антигену SNAP-
25 з 5-10 амінокислот можна збільшити шляхом приєднання гнучкого спейсера довжиною 4-6 35 

амінокислот до N-кінця антигену SNAP-25. Як інший приклад, загальну довжину антигену SNAP-
25 з 5-10 амінокислот можна збільшити шляхом приєднання гнучкого спейсера довжиною 7-10 
амінокислот до N-кінця антигену SNAP-25. Як інший приклад, загальну довжину антигену SNAP-
25 з 7-12 амінокислот можна збільшити шляхом приєднання гнучкого спейсера довжиною 1-3 
амінокислот до N-кінця антигену SNAP-25. Як інший приклад, загальну довжину антигену SNAP-40 

25 з 7-12 амінокислот можна збільшити шляхом приєднання гнучкого спейсера довжиною 4-6 
амінокислот до N-кінця антигену SNAP-25. Збільшення довжини, що забезпечується гнучким 
спейсером, дозволяє вибрати антиген SNAP-25 невеликого розміру, тим самим збільшуючи 
ймовірність того, що антиген SNAP-25 викликає імунна відповідь істотної інтенсивності тільки 
проти SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у 45 

сайті розщеплення BoNT/A, таким чином підвищуючи можливість одержання анти-SNAP-25 
антитіл, здатних відрізняти SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, від SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
відсутній залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. 

[039] Припускається, що композиція, яка викликає імунну відповідь стосовно SNAP-25, яка 50 

описана в даній заявці, може включати антиген SNAP-25, описаний у даній заявці, і один або 
декілька ад'ювантів. У даній заявці термін "ад'ювант" стосовно композиції, що викликає імунну 
відповідь стосовно SNAP-25, відноситься до будь-якої речовини або суміші речовин, які 
збільшують або урізноманітнюють імунну відповідь на антиген SNAP-25. Ад'ювант, що викликає 
імунну відповідь може, наприклад, служити для зниження числа імунізацій або кількості 55 

антигену, необхідного для захисної імунізації. Добре відоме використання ад'ювантів, що 
викликають імунну відповідь, у складі композиції, яка викликає імунну відповідь. Основним 
призначенням цих ад'ювантів є збільшення імунної відповіді. Необмежуючі приклади ад'ювантів 
включають, наприклад, ліпосоми, масляні фази, включаючи, без обмеження, ад'юванти типу 
Фрейнда, такі як, наприклад, повний ад'ювант Фрейнда (ПАФ); неповний ад'ювант Фрейнда 60 
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(НАФ); глікозиди сапогеніну, такі як, наприклад, сапоніни; карбопол; N-ацетилмураміл-L-аланіл-
D-ізоглутамін (зазвичай названий мурамілдипептид або "МДП"); і ліпополісахариди (ЛПС). Такі 
ад'юванти зазвичай використовують у формі емульсії, яка містить водну фазу, або частіше 
можуть складатися з не розчинних у воді неорганічних солей. Ці неорганічні солі можуть 
складатися, наприклад, з гідроксиду алюмінію, сульфату цинку, колоїдного гідроксиду заліза, 5 

фосфату кальцію або хлориду кальцію. Гідроксид алюмінію (Al(OH)3) є таким, що широко 
використовується ад'ювантом. У цей час єдиним ад'ювантом, схваленим FDA для використання 
у людей, є солі алюмінію (Alum), які використовуються для "депонування" антигенів за 
допомогою їх преципітації. Зазначені вище ад'юванти наведені просто як приклади. Фактично, 
будь-який ад'ювант, що викликає імунну відповідь, можна використовувати в складі композиції, 10 

що викликає імунну відповідь, описаної в даній заявці, за умови, що ад'ювант має 
характеристики, необхідні для того, щоб викликати імунну відповідь. 

[040] Носій, описаний у даній заявці, може також діяти як ад'ювант. Конкретні ад'юванти й 
способи їхнього одержання й використання описані, наприклад, в Gupta et al. Vaccine, 11: 993-
306, 1993; Arnon, R. (Ed.) Synthetic Vaccines 1:83-92, CRC Press, Inc., Boca Raton, Fla., 1987; і 15 

David W. Waggoner, Jr. et al., Immunogenicity-Enhancing Carriers and Compositions Thereof and 
Methods of Using the Same, публікація патенту США №20040057958 (25 березня 2004 р.). 
Додаткові ад'юванти включають будь-які сполуки, описані в 7 главі (стр. 141-227) "Vaccine 
Design, The Subunit and Adjuvant Approach" (eds. Powell, M. F. and Newman, M. J.) Pharmaceutical 
Biotechnology, Volume 6, Plenum Press (New York). Приклади із цього довідника включають 20 

мурамілдипептид (МДП) і Монтанід 720. Молекули, такі як поліінозин:цитозин (poly:C) або 
плазмідна ДНК, що містить мотиви CpG, можна також вводити як ад'юванти у комбінації з 
антигенами, залученими в мікрочастинки. В іншому прикладі ад'ювант являє собою агент, який 
полегшує проникнення антигенної сполуки в цитоплазму клітини, такої як лістеріолізин, 
стрептолізин або їхня суміш. 25 

[041] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, композиція, що викликає імунну 
відповідь стосовно SNAP-25, включає антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться карбоксильований залишок глутаміну, пов'язаний з пептидом-носієм. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться карбоксильований залишок глутаміну, включає SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ 30 

ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 або SEQ ID NO: 39. 
Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, антиген SNAP-25 включає SEQ ID NO: 
40. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, пептид-носій являє собою гемоціанін 
фісурели (KLH), овальбумін (OVA), тиреоглобулін (THY), бичачий сироватковий альбумін (BSA), 
соєвий інгібітор трипсину (STI) або пептид множинного прикріплення (MAP). 35 

[042] Відповідно до іншого варіанта реалізації, композиція, що викликає імунну відповідь 
стосовно SNAP-25, включає антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
карбоксильований залишок лізину, пов'язаний з пептидом-носієм. Відповідно до аспектів даного 
варіанта реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
карбоксильований залишок лізину, включає SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ 40 

ID NO: 44, SEQ ID NO: 45 або SEQ ID NO: 46. Відповідно до іншого аспекту даного варіанта 
реалізації, антиген SNAP-25 включає SEQ ID NO: 47. Відповідно до аспектів даного варіанта 
реалізації, пептид-носій являє собою гемоціанін фісурели (KLH), овальбумін (OVA), 
тиреоглобулін (THY), бичачий сироватковий альбумін (BSA), соєвий інгібітор трипсину (STI) або 
пептид множинного прикріплення (MAP). 45 

[043] Згідно ще одного варіанту реалізації, композиція, що викликає імунну відповідь 
стосовно SNAP-25, включає антиген SNAP-25, на C-кінці якого знаходиться карбоксильований 
залишок глутаміну, пов'язаний з одним або декількома гнучкими лінкерами й пептидом-носієм, 
причому гнучкі лінкери поміщені між антигеном SNAP-25 і пептидом-носієм. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 50 

знаходиться карбоксильований залишок глутаміну, включає SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ 
ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38 або SEQ ID NO: 39. 
Відповідно до іншого варіанта реалізації, антиген SNAP-25 включає SEQ ID NO: 46. Відповідно 
до аспектів даного варіанта реалізації, пептид-носій являє собою гемоціанін фісурели (KLH), 
овальбумін (OVA), тиреоглобулін (THY), бичачий сироватковий альбумін (BSA), соєвий інгібітор 55 

трипсину (STI) або пептид множинного прикріплення (MAP). Відповідно до аспектів даного 
варіанта реалізації, гнучкий лінкер являє собою G-спейсер або A-спейсер. 

[044] Згідно ще одного варіанту реалізації, композиція, що викликає імунну відповідь 
стосовно SNAP-25, включає антиген SNAP-25, на C-кінці якого знаходиться карбоксильований 
залишок лізину, пов'язаний із гнучким лінкером і пептидом-носієм, причому гнучкий лінкер 60 
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поміщений між антигеном SNAP-25 і пептидом-носієм. Відповідно до аспектів даного варіанта 
реалізації, антиген SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться карбоксильований 
залишок лізину, включає SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID 
NO: 45 або SEQ ID NO: 46. Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, антиген 
SNAP-25 включає SEQ ID NO: 47. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, пептид-5 

носій являє собою гемоціанін фісурели (KLH), овальбумін (OVA), тиреоглобулін (THY), бичачий 
сироватковий альбумін (BSA), соєвий інгібітор трипсину (STI) або пептид множинного 
прикріплення (MAP). Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, гнучкий лінкер являє 
собою G-спейсер або A-спейсер. 

[045] Частина аспектів даного опису включає спосіб одержання анти-SNAP-25 антитіл, 10 

здатних вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково 
зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, можна одержати великою кількістю способів, 
добре відомих у даній галузі техніки. Конкретні протоколи для одержання й використання 15 

антитіл, а також для детектування й вимірювання специфічності зв'язування, афінності 
зв'язування й авідності зв'язування антитіл відомі в даній галузі техніки. Див., наприклад, 
Antibodies: A Laboratory Manual (Edward Harlow & David Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, 2nd ed. 1998a); і Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol No. I (Edward 
Harlow & David Lane, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1998b); Molecular Cloning, A Laboratory 20 

Manual, 2001; і Current Protocols in Molecular Biology, 2004; David Anderson et al., Therapeutic 
Polypeptides, Nucleic Acids Encoding Same, and Methods of Use, патент США 7034132 (25 квітня 
2005 р.); і Beatriz M. Carreno et al., Antibodies Against CTLA4, патент США 7034121 (25 квітня 
2006 р.). 

[046] Як необмежуючий приклад можна навести поліклональні анти-SNAP-25 антитіла, які 25 

вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, які можуть бути одержані шляхом введення 
тваринам, таким як, наприклад, кролик, коза, миша або інші ссавці, однієї або декількох ін'єкцій 
композиції, що викликає імунну відповідь, описану в даній заявці. Як інший необмежуючий 
приклад можна навести поліклональні анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з 30 

SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, які можуть бути одержані шляхом введення в яйце, таке як, наприклад, 
куряче яйце, однієї або декількох ін'єкцій композиції, що викликає імунну відповідь, описану в 
даній заявці. Титр антитіл у імунізованої тварини можна контролювати із часом стандартними 
методами, такими як твердофазний імуноферментний аналіз (твердофазний ІФА) з 35 

використанням іммобілізованого антигену або тест на активність у клітинах. За бажанням, як 
анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці 
якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, можна 
використовувати поліклональні антитіла, які можна виділити із ссавців (наприклад, із крові) і 
далі очистити з використанням добре відомих методів, таких як афінна хроматографія за 40 

допомогою білка А для одержання фракції IgG, або з використанням афінного очищення за 
допомогою пептиду, використовуваного для одержання антитіл. 

[047] Як інший необмежуючий приклад можна навести моноклональні анти-SNAP-25 
антитіла, які вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, які можна одержати з 45 

використанням гібридомного способу. Див., наприклад, Chapter 6 Monoclonal Antibodies, pp. 196-
244, Harlow & Lane, див. вище, 1998a; і Chapter 7 Growing Hybridomas, pp. 245-282, Harlow & 
Lane, див. вище, 1998a; і Goding, pp. 59-103, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 
Academic Press, (1986). Відповідно до цього способу, тварину-хазяїна, таку як, наприклад, 
миша, хом'як або іншу підходящу тварину-хазяїна, зазвичай піддають одній або декільком 50 

ін'єкціям антигену SNAP-25, описаного в даній заявці, для стимуляції утворення лімфоцитів, які 
виробляють або здатні виробляти анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з SNAP-25, 
на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A. Титр антитіл в імунізованої тварини можна контролювати із часом 
стандартними методами, такими як твердофазний імуноферментний аналіз (твердофазний ІФА) 55 

з використанням іммобілізованого антигену або тест на активність у клітинах. Як альтернатива, 
лімфоцити можна імунізувати in vitro з використанням підходящої лінії клітинної культури. У 
підходящий час після імунізації, наприклад, коли титр антитіл є найвищим, клітини, які 
виробляють антитіла, виділяють із тварини. У цілому, використовують або лімфоцити 
периферичної крові, якщо потрібні клітини людського походження, або клітини селезінки або 60 
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клітини лімфатичного вузла, якщо як джерела необхідні ссавці, відмінні від людини. Виділені 
клітини, які виробляють антитіла, поєднують з іморталізованою клітинною лінією, 
використовуючи підходящий агент, який стимулює злиття клітин, такий як поліетиленгліколь, з 
одержанням клітини гібридоми. Іморталізовані клітинні лінії зазвичай являють собою 
трансформовані клітини ссавців, зокрема клітини мієломи гризунів, великої рогатої худоби й 5 

людини. Як правило, клітинну лінію мієломи миші поєднують зі спленоцитами, зібраними з 
відповідним чином імунізованої миші, для одержання гібридоми. Переважні іморталізовані 
клітинні лінії являють собою клітинні лінії мієломи миші, які чутливі до культурального 
середовища, що містить гіпоксантин, аміноптерин і тимідин (ГАТ). Кожну з великої кількості 
клітинних ліній мієломи можна використовувати як партнер для злиття відповідно стандартних 10 

методів, наприклад, лінії мієломи P3-NS1/1-Ag4-1, P3-x63-Ag8.653 або Sp2/O-Ag14. Клітини 
гібридоми, що утворюються в результаті злиття, потім відбирають за допомогою середовища 
ГАТ, на якому гинуть клітини мієломи, які не пройшли злиття або пройшли непродуктивне 
злиття (спленоцити, що не пройшли злиття гинуть у культурі після декількох днів, оскільки вони 
не трансформовані). Культуральне середовище, в якому вирощують клітини гібридоми, можна 15 

потім протестувати на присутність моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково 
зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного 
зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Наприклад, можна провести скринінг супернатантів 
гібридоми з використанням α-SNAP-25-позитивних середовищ шляхом імунопреципітації, 
аналізу зв'язування in vitro, такого як, наприклад, радиоімунологічний аналіз (РІА) або 20 

твердофазний імуноферментний аналіз (твердофазний ІФА), або тесту на активність у клітинах. 
Подібні методи й тести відомі в даній галузі техніки. Див., наприклад, Chapter 11 
Immunoprecipitation, pp. 421-470, Harlow & Lane, див. вище, 1998a; Chapter 12 Immunoblotting, pp. 
471-510, Harlow & Lane, див. вище, 1998a; Chapter 14 Immunoassays, pp. 553-612, Harlow & Lane, 
див. вище, 1998a. Потім можна провести додаткові дослідження, щоб визначити, чи відсутня у 25 

антитіл реактивність також стосовно SNAP-25, на карбоксильному кінці якого відсутній залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Можна також визначити афінність 
зв'язування моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, наприклад, за допомогою аналізу 
Скетчарда. Див., наприклад, Peter J. Munson and David Rodbard, Ligand: A Versatile Computerized 
Approach For Characterization of Ligand-Binding Systems, 107(1) Anal. Biochem. 220-239 (1980). 30 

Після ідентифікації шуканих клітин гібридоми використовують метод граничних розведень для 
ізоляції клонів, що виходять з одної клітини, до одержання клональної клітинної лінії, що 
експресує необхідні моноклональні антитіла. Ці антитіла, які проявляють істотну вибірковість 
стосовно SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку 
у сайті розщеплення BoNT/A, і зв'язуються з досить високою авідністю, відбирають для 35 

подальшої характеризації й дослідження. 
[048] Іншою альтернативою для одержання моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які 

вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, є скринінг рекомбінантної комбінаторної 
бібліотеки імуноглобулінів, такої як, наприклад, бібліотека антитіл на основі фагового дисплею, 40 

за допомогою пептиду SNAP-25 й ідентифікація компонентів бібліотеки імуноглобулінів, які 
зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного 
зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Набори для конструювання й скринінга бібліотек на основі 
фагового дисплею комерційно доступні, наприклад, Рекомбінантна Фагова Система Антитіл 
(Amersham GE Healthcare, Пискетеуей, Нью-Джерсі) і Набір для Фагового Дисплея SurfZAP™ 45 

(Stratagene, Ла-Хойя, Каліфорнія). Крім того, приклади способів і реагентів, що підходять для 
одержання й скринінга бібліотеки антитіл на основі дисплею, можна знайти, наприклад, в Ladner 
et al., патент США 5223409; Borrebaeck et al., патент США 5712089; Griffiths et al., патент США 
5885793; Griffiths et al., патент США 5962255; McCafferty et al., патент США 5969108; Griffiths et 
al., патент США 6010884; Jespers et al., патент США 6017732; Borrebaeck et al., патент США 50 

6027930; Johnson et al., патент США 6140471; McCafferty et al., патент США 6172197, зміст 
кожного з яких повністю включено в дану заявку за допомогою посилання. 

[049] Частина аспектів даного опису включає збір зразка, що містить анти-SNAP-25 антитіла 
або клітини, які виробляють анти-SNAP-25 антитіла. У даній заявці термін "зразок, що містить 
анти-SNAP-25 антитіла або клітини, які виробляють анти-SNAP-25 антитіла", відноситься до 55 

будь-якого біологічного матеріалу, що містить або потенційно містить щонайменше одне 
антитіло α-SNAP-25, яке вибірково зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці 
якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. 
Припускається, що всі без винятку зразки, які можуть містити анти-SNAP-25 антитіла, які 
вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 60 
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P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, можна використовувати в цьому способі, 
включаючи, без обмеження, кров, плазму, сироватку й лімфатичну рідину. Також припускається, 
що будь-яка клітина, здатна виробляти анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з 
епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку 
у сайті розщеплення BoNT/A, можна використовувати в цьому способі, включаючи, без 5 

обмеження, клітини CD8, клітини ЦТЛ, T-клітини-хелпери й B-клітини. Для одержання з особини 
зразка, що містить анти-SNAP-25 антитіла або клітини, які виробляють анти-SNAP-25 антитіла, 
можна використовувати велику кількість добре відомих способів, див., наприклад, Harlow & 
Lane, див. вище, 1998a; і Harlow & Lane, див. вище, 1998b. Подібним чином, велику кількість 
добре відомих способів можна використовувати для обробки зразка з метою виділення анти-10 

SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Процедуру збору 
зразка можна вибрати виходячи з типу антитіл, які необхідно виділити. Як необмежуючий 
приклад, при виділенні поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з SNAP-
25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 15 

розщеплення BoNT/A, зразок, що підходить, може являти собою зразок крові, що містить такі 
анти-SNAP-25 антитіла, тоді як при виділенні моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які 
вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, зразок, що підходить, може являти собою 
клітину, яка виробляє анти-SNAP-25 антитіла, таку як клітина селезінки або гібридома. 20 

[050] Частина аспектів даного опису включає виділення зі зразка анти-SNAP-25 антитіл, які 
вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Способи виділення таких анти-SNAP-25 
антитіл, таких як, наприклад, поліклональні анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 25 

розщеплення BoNT/A, або моноклональні анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, добре відомі фахівцям у даній галузі техніки. Див., наприклад, Harlow and 
Lane, див. вище, 1998a; і Harlow and Lane, див. вище, 1998b. Наприклад, такі поліклональні 
анти-SNAP-25 антитіла можна виділити зі зразка за допомогою добре відомих методів, таких як, 30 

наприклад, афінна хроматографія з використанням білка A або білка G, який дозволяє виділити 
головним чином фракцію IgG імунної сироватки. Згодом, або як альтернатива, конкретний 
антиген SNAP-25 можна імобілізувати на колонці або магнітних кульках для очищення 
поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному 
кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, за 35 

допомогою імуноафінної хроматографії. Моноклональні анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково 
зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного 
зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, можна виділити з культурального середовища або 
асцитної рідини за допомогою звичайних процедур для очищення імуноглобулінів, таких як, 
наприклад, білок A-сефароза, хроматографія з гідроксилапатитом, гель-електрофорез, діаліз 40 

або афінна хроматографія. 
[051] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, спосіб одержання анти-SNAP-

25 антитіл, які здатні вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, включає етапи (а) 
введення тварині композиції, яка викликає імунну відповідь стосовно SNAP-25, яка включає 45 

антиген SNAP-25, на C-кінці якого знаходиться карбоксильований залишок глутаміну, 
пов'язаний з пептидом-носієм; (б) добір у тваринного зразка, що містить анти-SNAP-25 антитіла 
або клітини, які виробляють анти-SNAP-25 антитіла; і (в) виділення компонентів анти-SNAP-25 
антитіл зі зразка. Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 
антитіла, які здатні вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 50 

знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, є поліклональними 
антитілами. Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які 
здатні вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, є моноклональними антитілами. Відповідно 
до подальшого аспекту даного варіанта реалізації, одержувані моноклональні анти-SNAP-25 55 

антитіла, які здатні вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, відносяться до 
підтипу IgG. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, композиція, що викликає 
імунну відповідь стосовно SNAP-25, додатково містить ад'ювант, такий як, наприклад, 
поліетиленгліколь (ПЕГ), монометоксиполіетиленгліколь (мПЕГ) або полівінілалкоголь (ПВА). 60 
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[052] Відповідно до іншого варіанта реалізації, спосіб одержання анти-SNAP-25 антитіл, які 
здатні вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, включає етапи (а) введення тварині 
композиції, що викликає імунну відповідь стосовно SNAP-25, яка включає пептид SNAP-25, на 
C-кінці якого знаходиться карбоксильований залишок глутаміну, пов'язаний із гнучким лінкером і 5 

пептидом-носієм, причому гнучкий лінкер поміщений між пептидом SNAP-25 і пептидом-носієм; 
(б) добір у тваринного зразка, що містить анти-SNAP-25 антитіла або клітини, які виробляють 
анти-SNAP-25 антитіла; і (в) виділення анти-SNAP-25 антитіл зі зразка. Відповідно до одного 
аспекту даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які здатні вибірково зв'язуватися з 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 10 

розщеплення BoNT/A, є поліклональними антитілами. Відповідно до іншого аспекту даного 
варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які здатні вибірково зв'язуватися з SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, є моноклональними антитілами. Відповідно до подальшого аспекту даного варіанта 
реалізації, одержувані моноклональні анти-SNAP-25 антитіла, які здатні вибірково зв'язуватися 15 

з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, відносяться до підтипу IgG. Відповідно до інших аспектів даного варіанта 
реалізації, композиція, що викликає імунну відповідь стосовно SNAP-25, додатково містить 
ад'ювант, такий як, наприклад, поліетиленгліколь (ПЕГ), монометоксиполіетиленгліколь (мПЕГ) 
або полівінілалкоголь (ПВА). 20 

[053] Частина аспектів даного опису включає ізольовані анти-SNAP-25 антитіла, які 
вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. У даній заявці термін "антитіло" 
відноситься до молекули, що виробляється імунною системою, яка продукується у відповідь на 
певний антиген й яка специфічно зв'язується із цим антигеном, і охоплює як природні антитіла, 25 

так і антитіла, що не зустрічаються в природі. У даній заявці термін "ізольований" відноситься 
до виділення молекули з її природного оточення в результаті втручання людини. Наприклад, 
антитіло може бути поліклональним антитілом, моноклональним антитілом, димером, 
мультимером, мультиспецифічним антитілом, гуманізованим антитілом, химерним антитілом, 
біфункціональним антитілом, пов'язаним із клітиною антитілом, як ІГ рецептор, лінійним 30 

антитілом, діатілом або мініантитілом, якщо фрагмент демонструє бажану біологічну активність, 
та їхніми похідними, що складаються з одного ланцюга. Антитіло може являти собою 
повнорозмірну молекулу імуноглобуліну, включаючи домени VH й VL, а також константний домен 
легкого ланцюга (CL) і константні домени важкого ланцюга, CH1, CH2 й CH3, або імунологічно 
активний фрагмент повнорозмірної молекули імуноглобуліну, такої як, наприклад, Fab-35 

фрагмент, F(ab')2-фрагмент, Fc-фрагмент, Fd-фрагмент, Fv-фрагмент. Антитіло може бути 
одержане від будь-яких видів хребетних (наприклад, людини, кози, коня, осла, миші, пацюка, 
кролика або курки) і може належати до будь-якого типу (наприклад, IgG, IgE, IgM, IgD й IgA), 
класу (наприклад, IgA, IgD, IgE, IgG й IgM) або підкласу (IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 й IgA2). 
Загальний опис структури природних антитіл, антитіл, що не зустрічаються в природі, та їхніх 40 

фрагментів, що зв'язують сполуки антигенів можна знайти, наприклад, в Pluckthun в The 
Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg й Moore eds., Springer-Verlag, New 
York, pp. 269-315 (1994); Borrabeck, Antibody Engineering, 2d ed. (Oxford University Press 1995), 
зміст кожного з яких повністю включено в дану заявку за допомогою посилання. 

[054] Природні антитіла зазвичай являють собою гетеротетрамірні глікопротеїни масою 45 

близько 150000 дальтон, які складаються з двох ідентичних легких (L) ланцюгів і двох 
ідентичних важких (H) ланцюгів. Кожен легкий ланцюг пов'язаний з важким ланцюгом одним 
ковалентним дисульфідним зв'язком, при цьому число дисульфідних зв'язків варіює для важких 
ланцюгів різних імуноглобулінових ізотипів. Кожен важкий і легкий ланцюг також містить 
розташовані з рівними інтервалами дисульфідні містки всередині ланцюга. На одному кінці 50 

кожного важкого ланцюга знаходиться варіабельний домен (VH), за яким йде декілька 
константних доменів. У кожного легкого ланцюга на одному кінці знаходиться варіабельний 
домен (VL), а на іншому кінці - константний домен. Константний домен легкого ланцюга 
розташований напроти першого константного домена важкого ланцюга, а варіабельний домен 
легкого ланцюга розташований навпроти варіабельного домена важкого ланцюга. Певні 55 

залишки амінокислот, як припускають, формують область контакту між варіабельними 
доменами легкого й важкого ланцюга. 

[055] Повні антигенрозпізнавальна й антигензв'язуюча області містяться в межах 
варіабельних доменів антитіла, тобто Fv-фрагмента. Цей фрагмент включає димер одного 
варіабельного домена важкого ланцюга (VH) і одного варіабельного домена легкого ланцюга 60 
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(VL), які знаходяться у щільній нековалентній взаємодії. Кожен домен включає чотири каркасні 
області (FR), які в значній мірі приймають конфігурацію β-шарів, зв'язані трьома 
гіперваріабельними ділянками, які формують петлі, що з'єднують й у деяких випадках є 
частиною β-шарової структури. Кожна гіперваріабельна ділянка включає послідовність 
амінокислот, що відповідає ділянці, яка визначає компліментарність (CDR). У сукупності, ця 5 

тривимірна конфігурація шести CDR формує антигензв'язуючу ділянку на поверхні димера VH–
VL, що визначає специфічність зв'язування антигену. Див., наприклад, Cyrus Chothia, et al., 
Conformations of Immunoglobulin Hypervariable Regions, Nature 342(6252): 877-883 (1989); Elvin A. 
Kabat, et al Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National 
Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991), кожен з яких повністю включений у дану заявку за 10 

допомогою посилання. Константні домени антитіл безпосередньо не беруть участь у зв'язуванні 
антитіла з антигеном, але демонструють різні ефекторні функції, такі як участь антитіла в 
антитілозалежній клітинно-опосередкованій цитотоксичності. 

[056] Антиген-мішень зазвичай має одну або декілька ділянок зв'язування, також називаних 
епітопами, які розпізнаються антигензв'язуючими ділянками, утвореними CDR. У даній заявці 15 

термін "епітоп" є синонімом терміна "антигенна детермінанта" і відноситься до ділянки антигену-
мішені, такого як, наприклад, пептиду, полісахариду або ліпідвмісної молекули, здатного 
специфічно зв'язуватися з імуноглобуліном або рецептором Т-лімфоцитів або іншим способом 
взаємодіючи з молекулою. Антитіла, які специфічно зв'язуються з різними епітопами, мають 
різну структуру. Таким чином, одному антигену може відповідати більше одного антитіла. 20 

[057] Термін "поліклональні антитіла" відноситься до гетерогенної популяції молекул антитіл, 
яка містить щонайменше два види антитіл, здатних зв'язуватися з конкретним антигеном. Згідно 
визначенню, поліклональні антитіла включають два різних антитіла, які зв'язуються 
щонайменше із двома різними епітопами. У даній заявці терміни "моноклональне антитіло" або 
"моноклональні антитіла" відносяться до по суті гомогенного ступеня популяції молекул антитіл, 25 

що містить тільки один вид антитіл, здатних зв'язуватися з конкретним антигеном, тобто 
індивідуальні антитіла, що становлять популяцію, є ідентичними, за винятком можливих 
природних мутацій, які можуть бути присутніми у малих кількостях. Згідно визначенню, 
моноклональні антитіла зв'язуються з єдиним епітопом. Моноклональні антитіла 
високоспецифічні й направлені проти однієї ділянки антигену. Більше того, на відміну від 30 

поліклональних антитіл, кожне моноклональне антитіло направлене проти єдиної антигенної 
детермінатни. Крім специфічності, перевагою моноклональних антитіл є можливість 
синтезувати їх під час відсутності забруднення іншими антитілами. Визначення "моноклональні" 
відображує особливість даних антитіл, яка полягає в тому, що вони одержані з гомогенної в 
значній мірі популяції антитіл, і не повинно мати на увазі як вимогу, щоб анитіла були одержані 35 

яким-небудь конкретним способом. Наприклад, моноклональні антитіла для застосування 
відповідно до даної заявки можна одержати гібридомним способом, вперше описаним Kohler et 
al (1975) Nature 256:495, або за допомогою способу, основаного на використанні технологій 
рекомбінантної ДНК (див., наприклад, патент США № 4816567; патент США № 5807715). 
Моноклональні антитіла також можна виділити з фагових бібліотек антитіл з використанням 40 

методів, описаних, наприклад, в Clackson et al (1991) Nature, 352:624-628; Marks et al (1991) J. 
Mol. Biol., 222:581-597. 

[058] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла 
включають варіабельний домен важкого ланцюга (VH) і варіабельний домен легкого ланцюга 
(VL), які вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 45 

P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до одного аспекту даного 
варіанта реалізації, варіабельний домен важкого ланцюга (VH) являє собою SEQ ID NO: 72, SEQ 
ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 80, SEQ ID NO: 82 або SEQ ID NO: 133. Відповідно до 
іншого аспекту даного варіанта реалізації, варіабельний домен легкого ланцюга (VL) являє 
собою SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90 або SEQ ID NO: 92. 50 

[059] Відповідно до іншого варіанта реалізації, послідовність нуклеїнової кислоти кодує анти-
SNAP-25 антитіла, що включають варіабельний домен важкого ланцюга (VH) і варіабельний 
домен легкого ланцюга (VL), які вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до 
одного аспекту даного варіанта реалізації, варіабельний домен важкого ланцюга (VH) кодує 55 

послідовність нуклеїнової кислоти SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 
77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81 або SEQ ID NO: 132. Відповідно до іншого аспекту даного 
варіанта реалізації, варіабельний домен важкого ланцюга (VH) кодує послідовність нуклеїнової 
кислоти, яка щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше 
на 85 %, щонайменше на 90 %, щонайменше на 95 %, щонайменше на 96 %, щонайменше на 60 
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97 %, щонайменше на 98 % або щонайменше на 99 % ідентична SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 73, 
SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81 або SEQ ID NO: 132. Згідно ще 
одного аспекту даного варіанта реалізації, варіабельний домен легкого ланцюга (VL) кодує SEQ 
ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89 або SEQ ID NO: 91. Згідно ще одного 
аспекту даного варіанта реалізації, варіабельний домен легкого ланцюга (VL) кодує 5 

послідовність нуклеїнової кислоти, яка щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, 
щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 %, щонайменше на 95 %, 
щонайменше на 96 %, щонайменше на 97 %, щонайменше на 98 % або щонайменше на 99 % 
ідентична SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 85, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89 або SEQ ID NO: 91. 

[060] Відповідно до іншого варіанту реалізації, анти-SNAP-25 антитіла включають ділянки 10 

CDR1, CDR2 й CDR3 варіабельного домена важкого ланцюга (VH) або будь-які їх комбінації, які 
вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до одного аспекту даного 
варіанта реалізації, ділянка CDR1 варіабельного домена важкого ланцюга (VH) являє собою 
SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 94, SEQ ID NO: 95, SEQ ID NO: 118, SEQ ID NO: 119 або SEQ ID NO: 15 

120. Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, ділянка CDR2 варіабельного 
домена важкого ланцюга (VH) являє собою SEQ ID NO: 96, SEQ ID NO: 97, SEQ ID NO: 98, SEQ 
ID NO: 99, SEQ ID NO: 121, SEQ ID NO: 122 або SEQ ID NO: 123. Згідно ще одного аспекту 
даного варіанта реалізації, ділянка CDR3 варіабельного домена важкого ланцюга (VH) являє 
собою SEQ ID NO: 100, SEQ ID NO: 101, SEQ ID NO: 102, SEQ ID NO: 124, SEQ ID NO: 134 або 20 

SEQ ID NO: 135. 
[061] Відповідно до іншого варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла включають ділянки 

CDR1, CDR2 й CDR3 варіабельного домена легкого ланцюга (VL) або будь-які їхні комбінації, які 
вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до одного аспекту даного 25 

варіанта реалізації, ділянка CDR1 варіабельного домена легкого ланцюга (VL) являє собою SEQ 
ID NO: 103, SEQ ID NO: 104, SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 106, SEQ ID NO: 107, SEQ ID NO: 125, 
SEQ ID NO: 126, SEQ ID NO: 127, SEQ ID NO: 128 або SEQ ID NO: 129. Відповідно до іншого 
аспекту даного варіанта реалізації, ділянка CDR2 варіабельного домена легкого ланцюга (VL) 
являє собою SEQ ID NO: 108, SEQ ID NO: 109, SEQ ID NO: 110, SEQ ID NO: 111 або SEQ ID NO: 30 

112. Згідно ще одного аспекту даного варіанта реалізації, ділянка CDR3 варіабельного домена 
легкого ланцюга (VL) являє собою SEQ ID NO: 113, SEQ ID NO: 114, SEQ ID NO: 115, SEQ ID 
NO: 116 або SEQ ID NO: 117. 

[062] Згідно ще одного варіанту реалізації, анти-SNAP-25 антитіла специфічно зв'язуються з 
епітопом, що містить SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 35 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до одного аспекту даного 
варіанта реалізації, епітоп включає SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 
35, SEQ ID NO: 36 або SEQ ID NO: 37. Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, 
епітоп включає SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 
або SEQ ID NO: 44. 40 

[063] Як обговорювалося вище, послідовність, що оточує сайт розщеплення BoNT/A, 
присутній в SNAP-25, позначена як P5–P4–P3–P2–P1–P1’–P2’–P3’–P4’–P5’, де P1–P1’ означає 
розрізуваний зв'язок. Після розщеплення BoNT/A продукти розщеплення, що утворюються, 
містять фрагмент, що включає послідовність P5–P4–P3–P2–P1, і фрагмент, що включає P1’–P2’–
P3’–P4’–P5’. У даній заявці термін "анти-SNAP-25 антитіла, які специфічно зв'язуються з SNAP-45 

25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A" відноситься до антитіл α-SNAP-25, які специфічно зв'язуються з будь-
яким фрагментом продукту розщеплення SNAP-25, що містить послідовність P5–P4–P3–P2–P1, 
але не з будь-яким фрагментом продукту розщеплення SNAP-25, що містить послідовність P1’–
P2’–P3’–P4’–P5’, або будь-яким SNAP-25, у якого є присутнім в інтактному виді розрізуваний 50 

зв'язок P1–P1’ у сайті розщеплення BoNT/A. У даній заявці термін "анти-SNAP-25 антитіла197" 
відноситься до антитіл, які вибірково зв'язуються з SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1, який відповідає глутаміну 197 з SEQ ID NO: 5. У даній заявці термін 
"анти-SNAP-25 антитіла204" відноситься до антитіл, які вибірково зв'язуються з SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1, який відповідає лізину 204 з SEQ ID NO: 16. 55 

[064] У даній заявці термін "вибірково" відноситься до унікального ефекту або впливу або 
здатності реагувати тільки одним певним чином або тільки з одним певним партнером. У даній 
заявці термін "вибірково зв'язується" або "вибіркове зв'язування" стосовно антитіл відноситься 
до селективного зв'язування антитіл із зазначеним епітопом-мішенню, такого, що антитіла 
істотно не проявляють перехресної реактивності стосовно епітопів, які не є мішенями. 60 
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Відповідно до даної заявки мінімальний розмір пептидного епітопа становить близько п'яти 
амінокислот, і пептидний епітоп, як правило, містить щонайменше 5, щонайменше 6, 
щонайменше 7, щонайменше 8, щонайменше 9, щонайменше 10, щонайменше 15 або 
щонайменше 20 амінокислот. Пептидний епітоп може бути переривчастим, тобто містити 
залишки амінокислот, які розташовані не поруч один з одним у первинній структурі пептиду, але 5 

об'єднані в епітоп за допомогою вторинної, третинної або четвертинної структури пептиду. Крім 
того, відзначають, що епітоп може включати частину молекули, яка не є послідовністю 
амінокислот, як, наприклад, вуглеводну групу, ліпідну групу, як у ліпопротеїнів або гліколіпідів, 
або хімічно модифіковану амінокислотну групу, наприклад, фосфорильовану амінокислоту. 
Відповідно до деяких аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково 10 

зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, здатні вибірково зв'язуватися з епітопом 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, який включає щонайменше 5, щонайменше 6, щонайменше 7, 
щонайменше 8, щонайменше 9, щонайменше 10, щонайменше 15 або щонайменше 20 15 

амінокислот. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, 
які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, здатні вибірково зв'язуватися з 
епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку 
у сайті розщеплення BoNT/A, який включає якнайбільше 5, якнайбільше 6, якнайбільше 7, 20 

якнайбільше 8, якнайбільше 9, якнайбільше 10, якнайбільше 15 або якнайбільше 20 
амінокислот. 

[065] Вибіркове зв'язування включає такі властивості зв'язування, як наприклад афінність 
зв'язування, специфічність зв'язування й авідність зв'язування. Див. David J. King, Applications 
and Engineering of Monoclonal Antibodies, pp. 240 (1998). Афінність зв'язування відноситься до 25 

тривалості знаходження антитіла в сайті зв'язування відповідного епітопа, і її можна розглядати 
як силу, з якою антитіло зв'язується зі своїм епітопом. Афінність зв'язування можна описати за 
допомогою рівноважної константи дисоціації антитіла (KD), яка визначається як співвідношення 
Kd/Ka у стані рівноваги, де Ka являє собою константу швидкості асоціації антитіла, а Kd - 
константу швидкості дисоціації антитіла. Афінність зв'язування визначається як асоціацією, так і 30 

дисоціацією, і окремо ні високий ступінь асоціації, ні низький ступінь дисоціації не може 
гарантувати високу афінність. Константа швидкості асоціації (Ka), або константа швидкості 
прямої реакції (Kon), є мірою числа подій зв'язування за одиницю часу або схильності антитіла й 
антигену піддаватися оборотній асоціації з утворенням комплексу антитіло-антиген. Константа 
швидкості асоціації виражається в М

-1
с

-1
 і позначається таким чином: [Ab]x[Ag]xKon. Чим більше 35 

константа швидкості асоціації, тим швидше антитіло зв'язується з антигеном або тим вище 
афінність зв'язування між антитілом й антигеном. Константа швидкості дисоціації (Kd), або 
константа швидкості зворотної реакції (Koff), є мірою числа подій дисоціації за одиницю часу 
або схильності комплексу антитіло-антиген оборотно розділятися (дисоціювати) на молекулярні 
компоненти, а саме антитіло й антиген. Константа швидкості дисоціації виражається в с

-1
 і 40 

позначається таким чином: [Ab+Ag]xKoff. Чим менше константа швидкості дисоціації, тим більш 
міцно антитіло пов'язане з антигеном або тим вище афінність зв'язування між антитілом й 
антигеном. Рівноважна константа дисоціації (KD) є мірою швидкості, з якої утворюються нові 
комплекси антитіло-антиген, й дорівнює швидкості, з якою комплекси антитіло-антиген 
піддаються дисоціації, у рівноважному стані. Рівноважна константа дисоціації виражається в М і 45 

визначається як Koff/Kon=[Ab]x[Ag]/[Ab+Ag], де [Ab] відповідає молярній концентрації антитіла, 
[Ag] відповідає молярній концентрації антигену, а [Ab+Ag] відповідає молярній концентрації 
комплексу антитіло-антиген, при цьому всі концентрації відповідають рівноважному стану. Чим 
менше рівноважна константа дисоціації, тим більш міцно антитіло зв'язане з антигеном або тим 
вище афінність зв'язування між антитілом й антигеном. 50 

[066] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-
SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може 
характеризуватися константою швидкості асоціації, що становить, наприклад, менше 1×10

5
 М

-1
 

с
-1

, менше 1×10
6
 М

-1
 с

-1
, менше 1×10

7
 М

-1
 с

-1
 або менше 1×10

8
 М

-1
 с

-1
. Відповідно до іншого 55 

варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з 
епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P

1
 розрізуваного зв'язку 

у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися константою швидкості асоціації, що 
становить, наприклад, більше 1×10

5
 М

-1
 с

-1
, більше 1×10

6
 М

-1
 с

-1
, більше 1×10

7
 М

-1
 с

-1
 або більше 

1×10
8
 М

-1
 с

-1
. Відповідно до інших аспектів, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які 60 
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вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися константою 
швидкості асоціації, що знаходиться в діапазоні від 1×10

5
 М

-1
 с

-1
 до 1×10

8
 М

-1
 с

-1
, від 1×10

6
 М

-1
 с

-1
 

до 1×10
8
 М

-1
 с

-1
, від 1×10

5
 М

-1
 с

-1
 до 1×10

7
 М

-1
 с

-1
 або від 1×106 М-1 с-1 до 1 × 107 М-1 с-1. 

[067] Відповідно до іншого варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, 5 

які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися 
константою швидкості дисоціації, що становить менше 1×10

-3
 с

-1
, менше 1×10

-4
 с

-1
 або менше 

1×10
-5

 с
-1

. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-
SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 10 

знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може 
характеризуватися константою швидкості дисоціації, що становить, наприклад, менше 1,0×10

-4
 

с
-1

, менше 2,0×10
-4

 с
-1

, менше 3,0×10
-4

 с
-1

, менше 4,0×10
-4

 с
-1

, менше 5,0×10
-4

 с
-1

, менше 6,0×10
-4

 
с

-1
, менше 7,0×10

-4
 с

-1
, менше 8,0×10

-4
 с

-1
 або менше 9,0×10

-4
 с

-1
. Відповідно до іншого варіанта 

реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом 15 

SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, може характеризуватися константою швидкості дисоціації, що становить, 
наприклад, більше 1×10

-3
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-1
, більше 1×10

-4
 с

-1
 або більше 1×10

-5
 с

-1
. Відповідно до інших 

аспектів даного варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково 
зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 20 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися константою 
швидкості дисоціації, що становить, наприклад, більше 1,0×10
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[068] Відповідно до іншого варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, 25 

які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися 
рівноважною константою дисоціації, що становить менше 0,500 нМ. Відповідно до аспектів 
даного варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково 
зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 30 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися рівноважною 
константою дисоціації, що становить, наприклад, менше 0,500 нМ, менше 0,450 нМ, менше 
0,400 нМ, менше 0,350 нМ, менше 0,300 нМ, менше 0,250 нМ, менше 0,200 нМ, менше 0,150 нМ, 
менше 0,100 нМ або менше 0,050 нМ. Відповідно до іншого варіанта реалізації, афінність 
зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на 35 

карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, може характеризуватися рівноважною константою дисоціації, що становить більше 
0,500 нМ. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-
25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може 40 

характеризуватися рівноважною константою дисоціації, що становить, наприклад, більше 0,500 
нМ, більше 0,450 нМ, більше 0,400 нМ, більше 0,350 нМ, більше 0,300 нМ, більше 0,250 нМ, 
більше 0,200 нМ, більше 0,150 нМ, більше 0,100 нМ або більше 0,050 нМ. 

[069] Згідно ще одного варіанту реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які 
вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 45 

P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися константою 
швидкості асоціації для інтактного SNAP-25, що становить, наприклад, менше 1×10
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. 

Відповідно до іншого варіанта реалізації, афінність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які 
вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 50 

P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, може характеризуватися константою 
швидкості асоціації для інтактного SNAP-25, що становить, наприклад, не більше 1×10
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. 
[070] Специфічність зв'язування являє собою здатність антитіл відрізняти молекули, які 55 

містять епітоп даного антитіла, від молекул, які не містять цей епітоп. Одним зі способів 
вимірювання специфічності зв'язування є порівняння швидкості асоціації антитіла Kon для 
молекули, що містить епітоп даного антитіла, зі швидкістю асоціації антитіла Kon для молекули, 
що не містить цей епітоп. Наприклад, порівняння константи швидкості асоціації (Ka) анти-SNAP-
25 антитіл для епітопа SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 60 
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розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, з SNAP-25, що не містить цей епітоп, таким 
як, наприклад, епітоп SNAP-25, на карбоксильному кінці якого відсутній залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, або епітоп SNAP-25, що містить інтактний 
розрізуваний зв'язок P1–P1’ у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до аспектів даного варіанта 
реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на 5 

карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, характеризуються константою швидкості асоціації (Ka) для SNAP-25, який не містить 
відповідний епітоп(и), що становить, наприклад, менше 1×10
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. Відповідно до інших аспектів даного 

варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на 10 

карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, характеризуються константою швидкості асоціації (Ka) для SNAP-25, який не містить 
відповідний епітоп(и), що становить, наприклад, не більше 1×10
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[071] Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які 15 

вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, характеризуються константою швидкості 
асоціації (Ka) для відповідного їм епітопа, яка, наприклад, щонайменше в 2 рази, щонайменше в 
3 рази, щонайменше в 4 рази, щонайменше в 5 раз, щонайменше в 6 раз, щонайменше в 7 раз, 
щонайменше в 8 раз або щонайменше в 9 раз більша в порівнянні зі значенням для SNAP-25, 20 

який не містить цей епітоп. Відповідно до подальших аспектів даного варіанта реалізації, анти-
SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, характеризуються 
константою швидкості асоціації (Ka) для відповідного їм епітопа, яка, наприклад, щонайменше в 
10 раз, щонайменше в 100 раз, щонайменше в 1000 раз або щонайменше в 10000 раз більше у 25 

порівнянні зі значенням для SNAP-25, який не містить цей епітоп. Відповідно до інших аспектів 
даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-
25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, характеризуються константою швидкості асоціації (Ka) для відповідного 
їм епітопа, яка, наприклад, не більше ніж однократно, не більше ніж в 2 рази, не більше ніж в 3 30 

рази, не більше ніж в 4 рази, не більше ніж в 5 разів, не більше ніж в 6 разів, не більше ніж в 7 
разів, не більше ніж в 8 разів або не більше ніж в 9 разів перевищує значення для SNAP-25, 
який не містить цей епітоп. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-
25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, характеризуються 35 

константою швидкості асоціації (Ka) для відповідного їм епітопа, яка, наприклад, не більше ніж в 
10 раз, не більше ніж в 100 раз, не більше ніж в 1000 раз або не більше ніж в 10000 раз 
перевищує значення для SNAP-25, який не містить цей епітоп. 

[072] Специфічність зв'язування анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язуються з епітопом 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 40 

розщеплення BoNT/A, можна також охарактеризувати як співвідношення, з яким дані анти-
SNAP-25 антитіла здатні відрізняти відповідний їм епітоп SNAP-25 від SNAP-25, який не містить 
цей епітоп, таких як, наприклад, епітоп SNAP-25, на карбоксильному кінці якого відсутній 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, або епітоп SNAP-25, який 
містить інтактний розрізуваний зв'язок P1–P1’ у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до 45 

аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, характеризуються співвідношенням специфічності зв'язування 
відповідного епітопа SNAP-25 у порівнянні зі зв'язуванням SNAP-25, який не містить цей епітоп, 
що становить, наприклад, щонайменше 2:1, щонайменше 3:1, щонайменше 4:1, щонайменше 50 

5:1, щонайменше 6:1, щонайменше 7:1, щонайменше 8:1, щонайменше 9:1, щонайменше 10:1, 
щонайменше 15:1, щонайменше 20:1, щонайменше 25:1, щонайменше 30:1, щонайменше 35:1 
або щонайменше 40:1. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 
антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, характеризуються 55 

співвідношенням специфічності зв'язування відповідного епітопа SNAP-25 у порівнянні зі 
зв'язуванням SNAP-25, на карбоксильному кінці якого відсутній залишок P1 розрізуваного 
зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, що становить, наприклад, щонайменше 2:1, щонайменше 
3:1, щонайменше 4:1, щонайменше 5:1, щонайменше 6:1, щонайменше 7:1, щонайменше 8:1, 
щонайменше 9:1, щонайменше 10:1, щонайменше 15:1, щонайменше 20:1, щонайменше 25:1, 60 
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щонайменше 30:1, щонайменше 35:1 або щонайменше 40:1. Відповідно до інших аспектів 
даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-
25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, характеризуються співвідношенням специфічності зв'язування 
відповідного епітопа SNAP-25 у порівнянні зі зв'язуванням SNAP-25, який містить інтактний 5 

розрізуваний зв'язок P1–P1" у сайті розщеплення BoNT/A, що становить, наприклад, 
щонайменше 2:1, щонайменше 3:1, щонайменше 4:1, щонайменше 5:1, щонайменше 6:1, 
щонайменше 7:1, щонайменше 8:1, щонайменше 9:1, щонайменше 10:1, щонайменше 15:1, 
щонайменше 20:1, щонайменше 25:1, щонайменше 30:1, щонайменше 35:1 або щонайменше 
40:1. 10 

[073] Авідність зв'язування, також відома як функціональна афінність, відноситься до 
сумарної загальної сили функціонального зв'язування антигену мультивалентним антитілом. 
Молекули антитіла можуть мати більше однієї ділянки зв'язування (наприклад, 2 у випадку IgG, 
10 у випадку IgМ), і багато антигенів містять більше однієї антигенної ділянки. У той час як 
авідність антитіла залежить від афінностей зв'язування індивідуальних ділянок зв'язування 15 

антитіла, авідність зв'язування перевищує афінність зв'язування, тому що для повної дисоціації 
антитіла від антигену необхідний одночасний розрив всіх взаємодій антитіло-антиген. 
Припускається, що анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, здатні вибірково зв'язуватися всіма без винятку епітопами, які відповідають даним 20 

антитілам. 
[074] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла 

являють собою анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла являють 25 

собою анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться глутамін, або анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково 
зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться лізин. Відповідно 
до інших аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла являють собою анти-
SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 30 

знаходиться залишок P1, що відповідає глутаміну 197 з SEQ ID NO: 5, або анти-SNAP-25 
антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1, що відповідає лізину 204 з SEQ ID NO: 16. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, анти-SNAP-25 антитіла являють собою анти-SNAP-25 
антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 35 

знаходиться послідовність амінокислот з SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID 
NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 41, SEQ ID 
NO: 42, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45 або SEQ ID NO: 46. 

[075] Частина аспектів даного опису включає імунологічний спосіб детектування 
ендопептидаз зі зміненою націленістю. Імунологічні способи, описані в даній заявці, можна 40 

оцінювати за допомогою декількох параметрів, включаючи, наприклад, погрішність, розкид 
результатів, межу детектування (МД), межі кількісного вимірювання (МКВ), діапазон, 
специфічність, вибірковість, лінійність, надійність і придатність системи. Погрішність способу є 
мірою точності аналітичного методу або близькості відповідності між обмірюваним значенням і 
значенням, що прийняте як дійсне значення або опорне значення. Розкид результатів способу 45 

являє собою ступінь відповідності між результатами індивідуальних тестів, повторно 
проведених на багаторазових пробах, взятих з гомогенного зразка. У зв'язку із цим, розсіювання 
результатів є оцінкою 1) мінливості в межах одного тесту; 2) мінливості в межах одного дня 
(повторюваності); і 3) мінливості між різними днями (внутрілабораторної погрішності); і 4) 
міжлабораторної мінливості (відтворюваності). Коефіцієнт варіації (CV%) є кількісним 50 

показником розкиду результатів, вираженим стосовно спостережуваного або теоретичного 
середнього значення. 

[076] Імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, повинен бути здатним детектувати 
присутність комплексу антитіло α-SNAP-25-антиген, що включає SNAP-25, на карбоксильному 
кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, з 55 

урахуванням фону. Межа детектування (МД) способу відноситься до концентрації аналізованої 
речовини, яка викликає появу сигналу, що значно відрізняється від негативного контролю або 
холостої проби й відповідної найменшої концентрації аналізованої речовини, яку можна 
відрізнити від фону. 
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[077] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний 
у даній заявці, здатний детектувати МД ендопептидаз зі зміненою націленістю в кількості, що 
значно відрізняється від негативного контролю або холостої проби. Відповідно до одного 
аспекту даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МД, наприклад, 10 нг або менше, 9 нг або менше, 8 нг або менше, 7 нг або 5 

менше, 6 нг або менше, 5 нг або менше, 4 нг або менше, 3 нг або менше, 2 нг або менше, 1 нг 
або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів даного 
варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, характеризується МД, 
наприклад, 900 пг або менше, 800 пг або менше, 700 пг або менше, 600 пг або менше, 500 пг 
або менше, 400 пг або менше, 300 пг або менше, 200 пг або менше, 100 пг або менше 10 

ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до подальших аспектів даного варіанта 
реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, характеризується МД, наприклад, 90 
пг або менше, 80 пг або менше, 70 пг або менше, 60 пг або менше, 50 пг або менше, 40 пг або 
менше, 30 пг або менше, 20 пг або менше, 10 пг або менше ендопептидази зі зміненою 
націленістю. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, 15 

описаний у даній заявці, характеризується МД, наприклад, 9 пг або менше, 8 пг або менше, 7 пг 
або менше, 6 пг або менше, 5 пг або менше, 4 пг або менше, 3 пг або менше, 2 пг або менше, 1 
пг або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів даного 
варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, характеризується МД, 
наприклад, 0,9 пг або менше, 0,8 пг або менше, 0,7 пг або менше, 0,6 пг або менше, 0,5 пг або 20 

менше, 0,4 пг або менше, 0,3 пг або менше, 0,2 пг або менше, 0,1 пг або менше ендопептидази 
зі зміненою націленістю. 

[078] Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, 
описаний у даній заявці, характеризується МД, наприклад, 100 нМ або менше, 90 нМ або 
менше, 80 нМ або менше, 70 нМ або менше, 60 нМ або менше, 50 нМ або менше, 40 нМ або 25 

менше, 30 нМ або менше, 20 нМ або менше, 10 нМ або менше, 9 нМ або менше, 8 нМ або 
менше, 7 нМ або менше, 6 нМ або менше, 5 нМ або менше, 4 нМ або менше, 3 нМ або менше, 2 
нМ або менше або 1 нМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до 
інших аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МД, наприклад, 900 пМ або менше, 800 пМ або менше, 700 пМ або менше, 30 

600 пМ або менше, 500 пМ або менше, 400 пМ або менше, 300 пМ або менше, 200 пМ або 
менше або 100 пМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МД, наприклад, 100 пМ або менше, 90 пМ або менше, 80 пМ або менше, 70 
пМ або менше, 60 пМ або менше, 50 пМ або менше, 40 пМ або менше, 30 пМ або менше, 20 пМ 35 

або менше або 10 пМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МД, наприклад, 10 пМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю, 9 
пМ або менше, 8 пМ або менше, 7 пМ або менше, 6 пМ або менше, 5 пМ або менше, 4 пМ або 
менше, 3 пМ або менше, 2 пМ або менше або 1 пМ або менше ендопептидази зі зміненою 40 

націленістю. 
[079] Межі кількісного вимірювання (МКВ) являють собою найменші й найбільші концентрації 

аналізованої речовини в зразку або препараті, які можна виміряти із припустимим рівнем 
погрішності й розкиду результатів. Нижня межа кількісного вимірювання відноситься до 
найменшої дози, яку метод детектування здатний одноманітно вимірювати на рівні фону. 45 

Верхня межа кількісного вимірювання являє собою найбільшу дозу, яку метод детектування 
здатний одноманітно вимірювати до настання насичення сигналу. Лінійний діапазон способу 
являє собою область між нижньою й верхньою межею кількісного вимірювання. Лінійний 
діапазон обчислюють шляхом вирахування нижньої межі кількісного вимірювання з верхньої 
межі кількісного вимірювання. У даній заявці термін "співвідношення сигналу до шуму для 50 

нижньої асимптоти" відноситься до сигналу, що детектується даним способом на нижній межі 
детектування, поділеному на фоновий сигнал. У даній заявці термін "спввідношення сигналу до 
шуму для верхньої асимптоти" відноситься до сигналу, що детектується даним способом на 
верхній межі детектування, поділеному на фоновий сигнал. 

[080] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний 55 

у даній заявці, здатний детектувати МКВ ендопептидази зі зміненою націленістю в кількості, яка 
значно відрізняється від негативного контролю або холостої проби. Відповідно до одного 
аспекту даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МКВ, наприклад, 10 нг або менше, 9 нг або менше, 8 нг або менше, 7 нг або 
менше, 6 нг або менше, 5 нг або менше, 4 нг або менше, 3 нг або менше, 2 нг або менше, 1 нг 60 
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або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів даного 
варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, характеризується МКВ, 
наприклад, 900 пг або менше, 800 пг або менше, 700 пг або менше, 600 пг або менше, 500 пг 
або менше, 400 пг або менше, 300 пг або менше, 200 пг або менше, 100 пг або менше 
ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до подальших аспектів даного варіанта 5 

реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, характеризується МКВ, наприклад, 90 
пг або менше, 80 пг або менше, 70 пг або менше, 60 пг або менше, 50 пг або менше, 40 пг або 
менше, 30 пг або менше, 20 пг або менше, 10 пг або менше ендопептидази зі зміненою 
націленістю. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, 
описаний у даній заявці, характеризується МКВ, наприклад, 9 пг або менше, 8 пг або менше, 7 10 

пг або менше, 6 пг або менше, 5 пг або менше, 4 пг або менше, 3 пг або менше, 2 пг або менше, 
1 пг або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів даного 
варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, характеризується МКВ, 
наприклад, 0,9 пг або менше, 0,8 пг або менше, 0,7 пг або менше, 0,6 пг або менше, 0,5 пг або 
менше, 0,4 пг або менше, 0,3 пг або менше, 0,2 пг або менше, 0,1 пг або менше ендопептидази 15 

зі зміненою націленістю. 
[081] Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, 

описаний у даній заявці, характеризується МКВ, наприклад, 100 нМ або менше, 90 нМ або 
менше, 80 нМ або менше, 70 нМ або менше, 60 нМ або менше, 50 нМ або менше, 40 нМ або 
менше, 30 нМ або менше, 20 нМ або менше, 10 нМ або менше, 9 нМ або менше, 8 нМ або 20 

менше, 7 нМ або менше, 6 нМ або менше, 5 нМ або менше, 4 нМ або менше, 3 нМ або менше, 2 
нМ або менше або 1 нМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до 
інших аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МКВ, наприклад, 900 пМ або менше, 800 пМ або менше, 700 пМ або менше, 
600 пМ або менше, 500 пМ або менше, 400 пМ або менше, 300 пМ або менше, 200 пМ або 25 

менше або 100 пМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МКВ, наприклад, 100 пМ або менше, 90 пМ або менше, 80 пМ або менше, 70 
пМ або менше, 60 пМ або менше, 50 пМ або менше, 40 пМ або менше, 30 пМ або менше, 20 пМ 
або менше або 10 пМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших 30 

аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
характеризується МКВ, наприклад, 10 пМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю, 9 
пМ або менше, 8 пМ або менше, 7 пМ або менше, 6 пМ або менше, 5 пМ або менше, 4 пМ або 
менше, 3 пМ або менше, 2 пМ або менше або 1 пМ або менше ендопептидази зі зміненою 
націленістю. 35 

[082] В імунологічному тесті, що підходить для застосування в практичному аспекті описаних 
способів, повинен спостерігатися розкид результатів, що не перевищує 50 %. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, в імунологічному тесті спостерігається розкид результатів, 
що не перевищує 50 %, що не перевищує 40 %, що не перевищує 30 % або що не перевищує 
20 %. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, в імунологічному тесті 40 

спостерігається розкид результатів, що не перевищує 15 %, що не перевищує 10 % або що не 
перевищує 5 %. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, в імунологічному тесті 
спостерігається розкид результатів, що не перевищує 4 %, що не перевищує 3 %, що не 
перевищує 2 % або що не перевищує 1 %. 

[083] Імунологічний тест, що підходить для застосування в здійсненні описаних способів, 45 

повинен мати точність щонайменше 50 %. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, 
імунологічний тест має точність щонайменше 50 %, щонайменше 60 %, щонайменше 70 % або 
щонайменше 80 %. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний тест 
має точність щонайменше 85 %, щонайменше 90 % або щонайменше 95 %. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний тест має точність щонайменше 96 %, 50 

щонайменше 97 %, щонайменше 98 % або щонайменше 99 %. 
[084] Імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, повинен характеризуватися статистично 

значимим співвідношенням сигналу до шуму для нижньої асимптоти й статистично значимим 
співвідношенням сигналу до шуму для верхньої асимптоти. Відповідно до аспектів даного 
варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, характеризується 55 

співвідношенням сигналу до шуму для нижньої асимптоти, що становить, наприклад, 
щонайменше 3:1, щонайменше 4:1, щонайменше 5:1, щонайменше 6:1, щонайменше 7:1, 
щонайменше 8:1, щонайменше 9:1, щонайменше 10:1, щонайменше 15:1 або щонайменше 20:1. 
Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, імунологічний спосіб характеризується 
співвідношенням сигналу до шуму для верхньої асимптоти, що становить, наприклад, 60 
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щонайменше 10:1, щонайменше 15:1, щонайменше 20:1, щонайменше 25:1, щонайменше 30:1, 
щонайменше 35:1, щонайменше 40:1, щонайменше 45:1, щонайменше 50:1, щонайменше 60:1, 
щонайменше 70:1, щонайменше 80:1, щонайменше 90:1 або щонайменше 100:1, щонайменше 
150:1, щонайменше 200:1, щонайменше 250:1, щонайменше 300:1, щонайменше 350:1, 
щонайменше 400:1, щонайменше 450:1, щонайменше 500:1, щонайменше 550:1 або 5 

щонайменше 600:1. 
[085] Специфічність способу визначає здатність способу вимірювати аналізовану речовину, 

яка являє собою інтерес, за винятком інших супутніх компонентів, таких як, наприклад, частково 
активна або неактивна аналізована речовина. Селективність способу описує здатність 
аналітичного методу розрізняти різні речовини в зразку. Лінійність способу відповідає його 10 

здатності давати результати, які прямо, або за допомогою однозначно визначеного 
математичного перетворення, пропорційні концентрації аналізованої речовини в зразку. Таким 
чином, відповідно до одного варіанта реалізації, імунологічний спосіб, описаний у даній заявці, 
здатний відрізняти повністю активну ендопептидазу зі зміненою націленістю від частково 
активної ендопептидази зі зміненою націленістю, що має, наприклад, 70 % або менше, 60 % або 15 

менше, 50 % або менше, 40 % або менше, 30 % або менше, 20 % або менше або 10 % або 
менше активності повністю активної ендопептидази зі зміненою націленістю. 

[086] Надійність способу являє собою відтворюваність результатів тесту, одержаних для 
ідентичних зразків при нормальних (але змінюваних) умовах тесту. Стійкість процедури є мірою 
її здатності залишатися несприйнятливою стосовно невеликих, але навмисних змін параметрів 20 

способу і являє собою показник його надійності при нормальному використанні. Таким чином, у 
той час як надійність оцінює неминучі зміни, стійкість оцінює навмисні зміни. Типові параметри, 
оцінювані за допомогою показників надійності й стійкості, включають ефекти 
заморожування/відтавання, часу інкубації, температури інкубації, довговічності реагенту, 
приготування зразка, зберігання зразка, числа клітинних пасажів, партії ендопептидази зі 25 

зміненою націленістю, мінливості між очищеннями й мінливості між реакціями розщеплення. 
Параметри стійкості для клітинних тестів включають банк клітин (початок, середина й кінець 
заморожування), рівень клітинного пасажу, щільність висіву клітин, щільність маткового розчину 
клітин (кількість днів у культурі), вік клітин у флаконі (час очікування до висіву), час інкубації, 
розходження між планшетами, надмірні кількості сироватки й джерело реагентів. Придатність 30 

системи даного способу визначає експлуатаційні якості тесту в часі, включаючи експлуатаційні 
якості реагентів й інструментів, шляхом аналізу еталонного стандарту або еталонної молекули. 
Придатність системи в керівництві FDA виділена в тому відношенні, що устаткування, 
електроніка, експлуатаційні якості тесту й зразки для аналізу становлять єдину систему. 
Придатність системи можна оцінити шляхом аналізу на паралелізм, який полягає в тому, що при 35 

побудові графіка залежності відповіді від логарифма дози кривих графіків серійних розведень 
еталона й серійних розведень зразків повинні бути паралельними. 

[087] Частина аспектів даного опису відноситься до клітини зі стабільної клітинної лінії. У 
даній заявці термін "клітина" відноситься до будь-якої еукаріотичної клітини, чутливої до 
активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, або будь-якої еукаріотичної клітини, яка 40 

здатна поглинати ендопептидази зі зміненою націленістю. Термін "клітина" охоплює клітини з 
великої кількості організмів, такі як, наприклад, клітини мишей, пацюків, свиней, великої рогатої 
худоби, коней, приматів і людину; з великої кількості типів клітин, таких як, наприклад, нервові й 
такі, що не відносяться до нервових; і клітини, які можуть бути ізольовані з гетерогенної 
популяції клітин, тканини або організму (цілого або їх частини). У даній заявці термін "стабільна 45 

клітинна лінія" є синонімом термінів "іморталізована клітинна лінія" або "трансформована 
клітинна лінія" і відноситься до культури клітин, відібраних для необмеженого розділення з 
популяції клітин, одержаної з організму, тканини або органа-джерела. Згідно визначенню, 
стабільна клітинна лінія не включає клітинну культуру первинних клітин. У даній заявці термін 
"первинні клітини" включає клітини, зібрані безпосередньо зі свіжих тканин або органів і такі, що 50 

не мають потенціалу необмеженого розділення. Стабільна клітинна лінія може включати 
гетерогенну популяцію клітин або однорідну популяцію клітин. Стабільна клітинна лінія, 
одержана з єдиної клітини, називається клональною клітинною лінією. Стабільна клітинна лінія 
може являти собою лінію клітин, які ендогенно експресують всі компоненти, необхідні для 
функціонування всього клітинного механізму, за допомогою якого ендопептидаза зі зміненою 55 

націленістю протеолітично розщеплює субстрат SNAP-25 і який включає зв'язування 
ендопептидази зі зміненою націленістю з відповідним рецептором, інтерналізацію комплексу 
ендопептидаза/рецептор, транслокацію легкого ланцюга ендопептидази зі зміненою націленістю 
із внутрішньоклітинного пухирця в цитоплазму й протеолітичне розщеплення SNAP-25. Як 
альтернатива, стабільна клітинна лінія може являти собою лінію клітин, у які із зовнішнього 60 
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джерела був введений щонайменше один із компонентів, необхідний для повного 
функціонування клітинного механізму, за допомогою якого ендопептидаза зі зміненою 
націленістю протеолітично розщеплює субстрат SNAP-25 і який включає зв'язування 
ендопептидази зі зміненою націленістю з відповідним рецептором, інтерналізацію комплексу 
ендопептидаза/рецептор, транслокацію легкого ланцюга ендопептидази зі зміненою націленістю 5 

із внутрішньоклітинного пухирця в цитоплазму й протеолітичне розщеплення SNAP-25. Клітини 
такої стабільної клітинної лінії, також названої генетично модифікованою клітинною лінією, 
можуть, наприклад, експресувати екзогенну ендопептидазу зі зміненою націленістю, таку як, 
наприклад, екзогенний ORL1, екзогенний DOR, екзогенний KOR, екзогенний MOR, екзогенний 
рецептор Галаніну 1, екзогенний рецептор Галаніну 2, екзогенний рецептор Галаніну 3 або 10 

будь-яку їх комбінацію. 
[088] Частина аспектів даної заявки включає клітину зі стабільної клональної клітинної лінії, 

чутливу до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю. У даній заявці термін "клітина(и), 
чутливі до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю", "клітина(и), чутливі до активності 
ендопептидаз зі зміненою націленістю за допомогою ендопептидаз зі зміненою націленістю" або 15 

"клітина(и) зі стабільної клональної клітинної лінії, чутливі до активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю за допомогою ендопептидаз зі зміненою націленістю" відносяться до 
клітин(и), у яких може повністю функціонувати клітинний механізм, за допомогою якого 
ендопептидаза зі зміненою націленістю протеолітично розщеплює субстрат SNAP-25, що 
призводить до інгібування екзоцитозу, і який включає зв'язування ендопептидази зі зміненою 20 

націленістю з відповідним рецептором, інтерналізацію комплексу ендопептидаза/рецептор, 
транслокацію ланцюга ендопептидази зі зміненою націленістю, що забезпечує її активність, із 
внутрішньоклітинного пухирця в цитоплазму й протеолітичне розщеплення SNAP-25. Згідно 
визначенню, клітина(и), чутлива(і) до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
повинна(і) експресувати, або бути сконструйована(ими) із забезпеченням експресії, 25 

щонайменше один рецептор ендопептидази зі зміненою націленістю й щонайменше один 
субстрат SNAP-25. У даній заявці терміни "клітина(и), здатна поглинати ендопептидази зі 
зміненою націленістю" або "клітина(и), що включає стабільну клональну клітинну лінію, яка 
може поглинати ендопептидази зі зміненою націленістю" відносяться до клітин, у яких може 
повністю функціонувати клітинний механізм, за допомогою якого ендопептидаза зі зміненою 30 

націленістю протеолітично розщеплює субстрат SNAP-25, тим самим інгібуючи екзоцитоз, і який 
включає зв'язування ендопептидази зі зміненою націленістю з відповідним рецептором, 
інтерналізацію комплексу ендопептидаза/рецептор, транслокацію легкого ланцюга 
ендопептидази зі зміненою націленістю із внутрішньоклітинного пухирця в цитоплазму й 
протеолітичне розщеплення SNAP-25. Згідно визначенню, клітина(и), здатна поглинати 35 

ендопептидази зі зміненою націленістю, повинна експресувати, або бути сконструйована із 
забезпеченням експресії, щонайменше один рецептор ендопептидази зі зміненою націленістю й 
щонайменше один субстрат SNAP-25. 

[089] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної 
клітинної лінії чутливі до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до деяких 40 

аспектів цього варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної клітинної лінії чутливі до 
активності ендопептидаз зі зміненою націленістю при концентрації ендопептидази зі зміненою 
націленістю, наприклад, близько 100 нМ або нижче, близько 90 нМ або нижче, близько 80 нМ 
або нижче, близько 70 нМ або нижче, близько 60 нМ або нижче, близько 50 нМ або нижче, 
близько 40 нМ або нижче, близько 30 нМ або нижче, близько 20 нМ або нижче або близько 10 45 

нМ або нижче. Відповідно до інших аспектів, клітини зі стабільної клональної клітинної лінії 
чутливі до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю при концентрації ендопептидази зі 
зміненою націленістю, наприклад, близько 9 нМ або нижче, близько 8 нМ або нижче, близько 7 
нМ або нижче, близько 6 нМ або нижче, близько 5 нМ або нижче, близько 4 нМ або нижче, 
близько 3 нМ або нижче, близько 2 нМ або нижче або близько 1 нМ або нижче. Згідно інших 50 

аспектів, клітини зі стабільної клональної клітинної лінії чутливі до активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю при концентрації ендопептидази зі зміненою націленістю, наприклад, 
близько 0,9 нМ або нижче, близько 0,8 нМ або нижче, близько 0,7 нМ або нижче, близько 0,6 нМ 
або нижче, близько 0,5 нМ або нижче, близько 0,4 нМ або нижче, близько 0,3 нМ або нижче, 
близько 0,2 нМ або близько 0,1 нМ або нижче. У даній заявці термін "близько" або "приблизно" 55 

при кількісній характеристиці згадуваного об'єкта, числа, відсотка або терміна відноситься до 
діапазону плюс або мінус десять відсотків зазначеного значення кількісної характеристики цього 
об'єкта, відсотка, параметра або терміна. 

[090] Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини, що включають стабільну клональну 
клітинну лінію, здатні поглинати ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до аспектів 60 
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цього варіанта реалізації, клітини, що включають стабільну клональну клітинну лінію, здатні 
поглинати, наприклад, близько 100 нМ або менше, близько 90 нМ або менше, близько 80 нМ 
або менше, близько 70 нМ або менше, близько 60 нМ або менше, близько 50 нМ або менше, 
близько 40 нМ або менше, близько 30 нМ або менше, близько 20 нМ або менше, близько 10 нМ 
або менше ендопептидази з зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів, клітини, що 5 

включають стабільну клональну клітинну лінію, мають здатність поглинати близько 9 нМ або 
менше, близько 8 нМ або менше, близько 7 нМ або менше, близько 6 нМ або менше, близько 5 
нМ або менше, близько 4 нМ або менше, близько 3 нМ або менше, близько 2 нМ або менше або 
близько 1 нМ або менше ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів, 
клітини, що включають стабільну клональну клітинну лінію, мають здатність поглинати близько 10 

0,9 нМ або менше, близько 0,8 нМ або менше, близько 0,7 нМ або менше, близько 0,6 нМ або 
менше, близько 0,5 нМ або менше, близько 0,4 нМ або менше, близько 0,3 нМ або менше, 
близько 0,2 нМ або менше або близько 0,1 нМ або менше ендопептидази зі зміненою 
націленістю. 

[091] Частина аспектів даного опису відноситься до клітин зі стабільної клітинної лінії, що 15 

демонструє вибіркове зв'язування ендопептидаз зі зміненою націленістю, описаних у даній 
заявці. У даній заявці термін "вибірково зв'язується" або "вибіркове зв'язування" стосовно 
ендопептидаз зі зміненою націленістю відноситься до виняткового зв'язування ендопептидази зі 
зміненою націленістю із зазначеним рецептором-мішенню, такого, що ендопептидаза зі 
зміненою націленістю істотно не зв'язується з рецепторами, які не є мішенями. Ступінь, з якого 20 

клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють вибіркове зв'язування ендопептидаз зі 
зміненою націленістю, можна виміряти за допомогою ступеня, з якого ці клітини демонструють 
невибіркове поглинання молекул, у яких відсутній націлюючий домен ендопептидаз зі зміненою 
націленістю. Одним зі способів оцінки невибіркового поглинання молекул, у яких відсутній 
націлюючий домен ендопептидаз зі зміненою націленістю, є вимірювання невибіркового 25 

поглинання фрагмента LHN. Фрагмент LHN містить транслокаційний домен токсину клостридій і 
ферментативний домен токсину клостридій, але не містить якого-небудь націлюючого домена. 
Необмежуючі приклади фрагментів LHN включають фрагмент LHN/A, фрагмент LHN/B, 
фрагмент LHN/C, фрагмент LHN/D, фрагмент LHN/E, фрагмент LHN/F і фрагмент LHN/G. 
Прикладом фрагмента LHN/A є SEQ ID NO: 146, який кодується молекулою полінуклеотида 30 

SEQ ID NO: 147. 
[092]  Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 

лінії демонструють вибіркове зв'язування ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють вибіркове 
зв'язування ендопептидази зі зміненою націленістю, що відповідає, наприклад, щонайменше 35 

75 % загальної активності, виявленої в тесті, щонайменше 80 % загальної активності, виявленої 
в тесті, щонайменше 85 % загальної активності, виявленої в тесті, щонайменше 90 % загальної 
активності, виявленої в тесті, або щонайменше 95 % загальної активності, виявленої в тесті. 
Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії 
демонструють вибіркове зв'язування ендопептидази зі зміненою націленістю, що відповідає, 40 

наприклад, приблизно від 75 % до 100 % загальної активності, виявленої в тесті, приблизно від 
80 % до 100 % загальної активності, виявленої в тесті, приблизно від 85 % до 100 % загальної 
активності, виявленої в тесті, приблизно від 90 % до 100 % загальної активності, виявленої в 
тесті. 

[093]  Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії 45 

демонструють мінімальне невибіркове поглинання фрагмента LHN. Відповідно до аспектів 
даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють невибіркове 
поглинання фрагмента LHN, що становить, наприклад, не більше 25 % загального поглинання, 
виявленого в тесті, не більше 20 % загального поглинання, виявленого в тесті, не більше 15 % 
загального поглинання, виявленого в тесті, не більше 10 % загального поглинання, виявленого 50 

в тесті, або не більше 5 % загального поглинання, виявленого в тесті. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють 
невибіркове поглинання фрагмента LHN, що становить, наприклад, приблизно від 0 % до 25 % 
загального поглинання, виявленого в тесті, приблизно від 0 % до 20 % загального поглинання, 
виявленого в тесті, приблизно від 0 % до 15 % загального поглинання, виявленого в тесті, 55 

приблизно від 0 % до 10 % загального поглинання, виявленого в тесті, або приблизно від 0 % до 
5 % загального поглинання, виявленого в тесті. 

[094] Згідно ще одного варіанту реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють 
мінімальне невибіркове поглинання фрагмента LHN/A. Відповідно до аспектів даного варіанта 
реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють невибіркове поглинання фрагмента 60 
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LHN/A, що становить, наприклад, не більше 25 % загального поглинання, виявленого в тесті, не 
більше 20 % загального поглинання, виявленого в тесті, не більше 15 % загального поглинання, 
виявленого в тесті, не більше 10 % загального поглинання, виявленого в тесті, або не більше 
5 % загального поглинання, виявленого в тесті. Відповідно до інших аспектів даного варіанта 
реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють невибіркове поглинання фрагмента 5 

LHN/A, що становить, наприклад, приблизно від 0 % до 25 % загального поглинання, 
виявленого в тесті, приблизно від 0 % до 20 % загального поглинання, виявленого в тесті, 
приблизно від 0 % до 15 % загального поглинання, виявленого в тесті, приблизно від 0 % до 
10 % загального поглинання, виявленого в тесті, або приблизно від 0 % до 5 % загального 
поглинання, виявленого в тесті. 10 

[095]  Частина аспектів даного опису відноситься до клітин зі стабільної клітинної лінії, що 
експонує достатнє число рецепторних ділянок зв'язування на плазматичній мембрані, що 
забезпечує чутливе й вибіркове зв'язування ендопептидаз зі зміненою націленістю. У тесті 
зв'язування з рівноважним насиченням вимірюють повне й неспецифічне зв'язування ліганду 
при різних концентраціях. Рівноважна константа дисоціації (Kd) ліганду й максимальне число 15 

рецепторних ділянок зв'язування, Bmax, можна обчислити на основі даних згідно специфічного 
зв'язуванню з використанням нелінійного регресійного аналізу. Специфічне зв'язування 
обчислюють шляхом вирахування неспецифічного зв'язування ліганду зі спостережуваного 
загального зв'язування. Kd являє собою концентрацію ліганду, необхідну для досягнення 
половини максимального значення зв'язування, і вимірюється в одиницях молярної 20 

концентрації. Bmax являє собою максимальне число ділянок зв'язування, що є присутнім на 
плазматичній мембрані, і вимірюється в одиницях пмоль/мг, пмоль/клітина, фмоль/клітина або 
сайти/клітина. 

[096] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 
лінії експонують достатнє число рецепторних сайтів зв'язування на плазматичній мембрані, що 25 

забезпечує чутливе й вибіркове зв'язування ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно 
до аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють 
значення Bmax, що становить, наприклад, щонайменше 0,1 фмоль/клітину, щонайменше 0,2 
фмоль/клітину, щонайменше 0,3 фмоль/клітину, щонайменше 0,4 фмоль/клітину, щонайменше 
0,5 фмоль/клітину, щонайменше 0,6 фмоль/клітину, по меншій мері 0,7 фмоль/клітину, 30 

щонайменше 0,8 фмоль/клітину, щонайменше 0,9 фмоль/клітину або щонайменше 1,0 
фмоль/клітину для напрямку ліганду ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до 
інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії демонструють 
значення Bmax, що становить, наприклад, щонайменше 1 фмоль/клітину, щонайменше 2 
фмоль/клітину, щонайменше 3 фмоль/клітину, щонайменше 4 фмоль/клітину, щонайменше 5 35 

фмоль/клітину, щонайменше 6 фмоль/клітину, щонайменше 7 фмоль/клітину, щонайменше 8 
фмоль/клітину, щонайменше 9 фмоль/клітину або щонайменше 10 фмоль/клітину для напрямку 
ліганду ендопептидази зі зміненою націленістю. 

[097] Частина аспектів даного опису включає клітини зі стабільної клональної клітинної лінії, 
чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, які більш стабільні, ніж клітини з 40 

батьківської клітинної лінії, з якої була одержана клональна клітинна лінія. У даній заявці термін 
"стабільний" відноситься до клітин зі стабільної клональної клітинної лінії, які після певної 
кількості пасажів демонструють відносну EC50, чутливість, ефективність, чітко виражену верхню 
асимптоту та/або чітко виражену криву доза-ефект активності ендопептидази зі зміненою 
націленістю, подібні зі значеннями стосовної EC50, чутливості, ефективності, чітко вираженої 45 

верхньої асимптоти та/або чітко вираженох кривої доза-ефект, що демонструються клітинами з 
батьківської клітинної лінії, з якої була одержана клональна клітинна лінія, після рівної або 
близької кількості пасажів, причому в обох тестах використовуються ідентичні умови й ідентичні 
ендопептидази зі зміненою націленістю. 

[098] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної 50 

клітинної лінії більш стабільні, ніж клітини з батьківської клітинної лінії, з якої була одержана 
клональна клітинна лінія. Відповідно до одного аспекту цього варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клональної клітинної лінії більш стабільні, ніж батьківська клітинна лінія SK-N-DZ. 
Відповідно до інших аспектів цього варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної 
клітинної лінії більш стабільні ніж батьківська клітинна лінія SK-N-DZ ATCC CRL-2149. 55 

Відповідно до інших аспектів цього варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної 
клітинної лінії більш стабільні протягом, наприклад, щонайменше ще 5 пасажів, щонайменше 
ще 10 пасажів, щонайменше ще 15 пасажів, щонайменше ще 20 пасажів, щонайменше ще 25 
пасажів або щонайменше ще 30 пасажів у порівнянні із клітинами з батьківської клітинної лінії, з 
якої була одержана клональна клітинна лінія. 60 
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[099] Частина аспектів даного опису включає клітини зі стабільної клональної клітинної лінії, 
чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, які стабільні протягом великої 
кількості клітинних пасажів. У даній заявці термін "стабільний" відноситься до клітин зі 
стабільної клональної клітинної лінії, які після певної кількості пасажів демонструють відносну 
EC50, чутливість, ефективність, чітко виражену верхню асимптоту та/або чітко виражену криву 5 

доза-ефект активності ендопептидази зі зміненою націленістю, подібні значенням відносної 
EC50, чутливості, ефективності, чітко вираженої верхньої асимптоти та/або чітко вираженої 
кривої доза-ефект, що демонструється клітинами з тієї ж самої стабільної клональної клітинної 
лінії, але з попереднього пасажу або пасажів, причому в обох тестах використовуються 
ідентичні умови й ідентичні ендопептидази зі зміненою націленістю. 10 

[0100] Клітини зі стабільної клітинної лінії, описані в даній заявці, здатні демонструвати 
стійку чутливість до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю протягом великої кількості 
клітинних пасажів. У даній заявці термін "чутливість до активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю" відноситься до найнижчої дози, яка може бути стабільно вимірювана в тесті і яка 
перевищує рівень сигналу, вимірюваного в неопрацьованому контролі, або фонового сигналу. 15 

[0101] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної 
клональної клітинної лінії демонструють чутливість до активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю для будь-яких даних пасажів, що становить, наприклад, 100 нМ або нижче, близько 
80 нМ або нижче, близько 70 нМ або нижче, близько 60 нМ або нижче, близько 50 нМ або 
нижче, близько 40 нМ або нижче, близько 30 нМ або нижче, близько 20 нМ або нижче, близько 20 

10 нМ або нижче, близько 1 нМ або нижче, близько 0,9 нМ або нижче, близько 0,8 нМ або 
нижче, близько 0,7 нМ або нижче, близько 0,6 нМ або нижче, близько 0,5 нМ або нижче, близько 
0,4 нМ або нижче, близько 0,3 нМ або нижче, близько 0,2 нМ або нижче або близько 0,1 нМ або 
нижче. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної 
клітинної лінії демонструють чутливість до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю для 25 

будь-яких даних пасажів, що становить, наприклад, приблизно від 0,01 нМ до 100 нМ, 
приблизно від 0,01 нМ до 75 нМ, приблизно від 0,01 нМ до 50 нМ, приблизно від 0,01 нМ до 25 
нМ, приблизно від 0,01 нМ до 20 нМ, приблизно від 0,01 нМ до 15 нМ, приблизно від 0,01 нМ до 
10 нМ, приблизно від 0,01 нМ до 5 нМ, приблизно від 0,001 нМ до 100 нМ, приблизно від 0,001 
нМ до 75 нМ, приблизно від 0,001 нМ до 50 нМ, приблизно від 0,001 нМ до 25 нМ, приблизно від 30 

0,001 нМ до 20 нМ, приблизно від 0,001 нМ до 15 нМ, приблизно від 0,001 нМ до 10 нМ або 
приблизно від 0,001 нМ до 5 нМ. 

[0102] Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної клітинної 
лінії демонструють чутливість до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що 
становить близько 100 нМ або нижче, близько 75 нМ або нижче, близько 50 нМ або нижче, 35 

близько 25 нМ або нижче, близько 20 нМ або нижче, близько 15 нМ або нижче, близько 10 нМ 
або нижче або близько 1 нМ або нижче, протягом, наприклад, 5 або більше клітинних пасажів, 
10 або більше клітинних пасажів, 15 або більше клітинних пасажів, 20 або більше клітинних 
пасажів, 25 або більше клітинних пасажів, 30 або більше клітинних пасажів, 35 або більше 
клітинних пасажів, 40 або більше клітинних пасажів, 45 або більше клітинних пасажів або 50 або 40 

більше клітинних пасажів. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клональної клітинної лінії демонструють чутливість до активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю, що становить близько 100 нМ або нижче, близько 75 нМ або нижче, 
близько 50 нМ або нижче, близько 25 нМ або нижче, близько 20 нМ або нижче, близько 15 нМ 
або нижче, близько 10 нМ або нижче або близько 1 нМ або нижче, протягом, наприклад, 45 

приблизно від 15 до 60 пасажів, приблизно від 20 до 60 пасажів, приблизно від 25 до 60 пасажів, 
приблизно від 30 до 60 пасажів, приблизно від 35 до 60 пасажів, приблизно від 40 до 60 пасажів, 
приблизно від 45 до 60 пасажів, приблизно від 50 до 60 пасажів, приблизно від 15 до 50 пасажів, 
приблизно від 20 до 50 пасажів, приблизно від 25 до 50 пасажів, приблизно від 30 до 50 пасажів, 
приблизно від 35 до 50 пасажів, приблизно від 40 до 50 пасажів, приблизно від 15 до 40 пасажів, 50 

приблизно від 20 до 40 пасажів, приблизно від 25 до 40 пасажів або приблизно від 30 до 40 
пасажів. 

[0103] Клітини зі стабільної клітинної лінії, описані в даній заявці, здатні демонструвати 
стійку відносну ефективність поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю або активність 
ендопептидаз зі зміненою націленістю протягом великої кількості клітинних пасажів. У даній 55 

заявці термін "відносна ефективність" відноситься до ступеня збігу верхньої асимптоти 
активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, детектованою у поточному тесті, з верхньою 
асимптотою активності ендопептидаз зі зміненою націленістю в еталонному стандарті, 
еталонній молекулі або еталонному числі пасажів, використовуваному в даному тесті. У даній 
заявці термін "співвідношення сигналу до шуму для верхньої асимптоти" відноситься до 60 
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сигналу, детектованому в тесті на верхній межі детектування, поділеному на сигнал, 
детектований у неопрацьованому контролі, або фоновий сигнал. Верхня межа детектування 
являє собою найвищу дозу, яка може бути стійко вимірювана в тесті до настання насичення 
сигналу. 

[0104] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 5 

лінії, описані в даній заявці, здатні демонструвати чітко виражену верхню асимптоту протягом 
великої кількості клітинних пасажів і підтримувати співвідношення сигналу до шуму, яке стійке й 
адекватне для тесту. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної 
клітинної лінії, описані в даній заявці, повинні мати чітко виражене співвідношення сигналу до 
шуму для верхньої асимптоти активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що становить, 10 

наприклад, щонайменше 3:1, щонайменше 4:1, щонайменше 5:1, щонайменше 6:1, 
щонайменше 7:1, щонайменше 8:1, щонайменше 9:1, щонайменше 10:1, щонайменше 15:1, 
щонайменше 20:1, щонайменше 25:1, щонайменше 30:1, щонайменше 35:1, щонайменше 40:1, 
щонайменше 45:1, щонайменше 50:1, щонайменше 60:1, щонайменше 70:1, щонайменше 80:1, 
щонайменше 90:1 або щонайменше 100:1, щонайменше 150:1, щонайменше 200:1, 15 

щонайменше 250:1, щонайменше 300:1, щонайменше 350:1, щонайменше 400:1, щонайменше 
450:1, щонайменше 500:1, щонайменше 550:1 або щонайменше 600:1, протягом, наприклад, 5 
або більше клітинних пасажів, 10 або більше клітинних пасажів, 15 або більше клітинних 
пасажів, 20 або більше клітинних пасажів, 25 або більше клітинних пасажів, 30 або більше 
клітинних пасажів, 35 або більше клітинних пасажів, 40 або більше клітинних пасажів, 45 або 20 

більше клітинних пасажів або 50 або більше клітинних пасажів. Відповідно до інших аспектів 
даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, описані в даній заявці, повинні 
мати чітко виражене співвідношення сигналу до шуму для верхньої асимптоти активності 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, що становить, наприклад, щонайменше 3:1, 
щонайменше 4:1, щонайменше 5:1, щонайменше 6:1, щонайменше 7:1, щонайменше 8:1, 25 

щонайменше 9:1, щонайменше 10:1, щонайменше 15:1, щонайменше 20:1, щонайменше 25:1, 
щонайменше 30:1, щонайменше 35:1, щонайменше 40:1, щонайменше 45:1, щонайменше 50:1, 
щонайменше 60:1, щонайменше 70:1, щонайменше 80:1, щонайменше 90:1 або щонайменше 
100:1, щонайменше 150:1, щонайменше 200:1, щонайменше 250:1, щонайменше 300:1, 
щонайменше 350:1, щонайменше 400:1, щонайменше 450:1, щонайменше 500:1, щонайменше 30 

550:1 або щонайменше 600:1, протягом, наприклад, приблизно від 15 до 60 пасажів, приблизно 
від 20 до 60 пасажів, приблизно від 25 до 60 пасажів, приблизно від 30 до 60 пасажів, приблизно 
від 35 до 60 пасажів, приблизно від 40 до 60 пасажів, приблизно від 45 до 60 пасажів, приблизно 
від 50 до 60 пасажів, приблизно від 15 до 50 пасажів, приблизно від 20 до 50 пасажів, приблизно 
від 25 до 50 пасажів, приблизно від 30 до 50 пасажів, приблизно від 35 до 50 пасажів, приблизно 35 

від 40 до 50 пасажів, приблизно від 15 до 40 пасажів, приблизно від 20 до 40 пасажів, приблизно 
від 25 до 40 пасажів або приблизно від 30 до 40 пасажів. 

[0105] Клітини зі стабільної клітинної лінії, описані в даній заявці, здатні демонструвати чітко 
виражену криву доза-ефект для активності ендопептидаз зі зміненою націленістю протягом 
великої кількості клітинних пасажів. У даній заявці термін "крива доза-ефект" відноситься до 40 

ступеня відповідності вихідних даних обраної статистичної моделі для даного тесту. Як 
необмежуючий приклад можна навести сигмоїдальну криву з логістичним підбором на основі 
чотирьох параметрів, яка являє собою криву доза-ефект для експериментів згідно аналізу 
ферментативної активності, таких як, наприклад, тест на активність. Як інший необмежуючий 
приклад можна навести криву насичення для зв'язування ліганду з одним сайтом, що являє 45 

собою криву доза-ефект для експериментів згідно зв'язуванню ліганду/антитіла. 
[0106] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 

лінії, описані в даній заявці, демонструють чітко виражену криву доза-ефект для активності 
ендопептидаз зі зміненою націленістю протягом великої кількості клітинних пасажів. Відповідно 
до аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, описані в даній 50 

заявці, демонструють чітко виражену криву доза-ефект для активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю протягом, наприклад, 5 або більше клітинних пасажів, 10 або більше 
клітинних пасажів, 15 або більше клітинних пасажів, 20 або більше клітинних пасажів, 25 або 
більше клітинних пасажів, 30 або більше клітинних пасажів, 35 або більше клітинних пасажів, 40 
або більше клітинних пасажів, 45 або більше клітинних пасажів або 50 або більше клітинних 55 

пасажів. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 
лінії, описані в даній заявці, демонструють чітко виражену криву доза-ефект для активності 
ендопептидаз зі зміненою націленістю протягом, наприклад, приблизно від 15 до 60 пасажів, 
приблизно від 20 до 60 пасажів, приблизно від 25 до 60 пасажів, приблизно від 30 до 60 пасажів, 
приблизно від 35 до 60 пасажів, приблизно від 40 до 60 пасажів, приблизно від 45 до 60 пасажів, 60 



UA   104456   C2 

29 

приблизно від 50 до 60 пасажів, приблизно від 15 до 50 пасажів, приблизно від 20 до 50 пасажів, 
приблизно від 25 до 50 пасажів, приблизно від 30 до 50 пасажів, приблизно від 35 до 50 пасажів, 
приблизно від 40 до 50 пасажів, приблизно від 15 до 40 пасажів, приблизно від 20 до 40 пасажів, 
приблизно від 25 до 40 пасажів або приблизно від 30 до 40 пасажів. 

[0107] Клітини зі стабільної клітинної лінії, описані в даній заявці, здатні демонструвати 5 

стійке відносне значення EC50 для активності ендопептидаз зі зміненою націленістю протягом 
великої кількості клітинних пасажів. У даній заявці термін "відносна EC50" або "відносне 
значення EC50" відноситься до значення EC50 для активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, нормованого відносно EC50, розрахованої для еталонного стандарту, еталонної 
молекули або еталонного числа пасажів, використовуваного в даному тесті. 10 

[0108] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної 
клональної клітинної лінії демонструють стійку відносну EC50 для активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю протягом великої кількості клітинних пасажів. Відповідно до аспектів 
даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клональної клітинної лінії демонструють стійку 
відносну EC50 для активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, яка, наприклад, становить 15 

близько ± 10 %, близько ± 20 %, близько ± 30 %, близько ± 40 %, близько ± 50 %, близько ± 
60 %, близько ± 70 % або близько ± 75 % відносної EC50 для активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю протягом, наприклад, 5 або більше клітинних пасажів, 10 або більше 
клітинних пасажів, 15 або більше клітинних пасажів, 20 або більше клітинних пасажів, 25 або 
більше клітинних пасажів, 30 або більше клітинних пасажів, 35 або більше клітинних пасажів, 40 20 

або більше клітинних пасажів, 45 або більше клітинних пасажів або 50 або більше клітинних 
пасажів. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної 
клональної клітинної лінії демонструють відносну EC50 для активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, яка, наприклад, становить приблизно від ± 10 % до 75 %, приблизно від ± 10 % до 
70 %, приблизно від ± 10 % до 60 %, приблизно від ± 10 % до 50 %, приблизно від ± 10 % до 25 

40 %, приблизно від ± 10 % до 30 % або приблизно від ± 10 % до 20 % відносної EC50 для 
активності ендопептидаз зі зміненою націленістю протягом, наприклад, 5 або більше клітинних 
пасажів, 10 або більше клітинних пасажів, 15 або більше клітинних пасажів, 20 або більше 
клітинних пасажів, 25 або більше клітинних пасажів, 30 або більше клітинних пасажів, 35 або 
більше клітинних пасажів, 40 або більше клітинних пасажів, 45 або більше клітинних пасажів 30 

або 50 або більше клітинних пасажів. 
[0109] Частина аспектів даного опису включає ендопептидази зі зміненою націленістю. У 

даній заявці термін "ендопептидази зі зміненою націленістю" є синонімом "Білки-модулятори 
направленого везикулярного екзоцитозу" або "TVEMP". Необмежуючі приклади ендопептидаз зі 
зміненою націленістю описані, наприклад, в Keith A. Foster et al., Clostridial Toxin Derivatives Able 35 

To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, патент США 5989545; Clifford C. Shone et al., 
Recombinant Toxin Fragments, патент США 6461617; Conrad P. Quinn et al., Methods and 
Compounds for the Treatment of Mucus Hypersecretion, патент США 6632440; Lance E. Steward et 
al., Methods And Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, патент США 6843998; Stephan 
Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, публікація патенту США 40 

2002/0037833; Keith A. Foster et al., Inhibition of Secretion from Non-neural Cells, публікація 
патенту США 2003/0180289; J. Oliver Dolly et al., Activatable Recombinant Neurotoxins, WO 
2001/014570; Keith A. Foster et al., Re-targeted Toxin Conjugates, міжнародна публікація патенту 
WO 2005/023309; Lance E. Steward et al., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of 
Their Use, заявка на патент США № 11/376696; Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with 45 

Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target 
Cells, заявка на патент США № 11/776075; Dolly, J.O. et al., Activatable Clostridial Toxins, заявка 
на патент США № 11/829475; Foster, K.A. et al., Fusion Proteins, публікація міжнародної заявки 
WO 2006/059093; і Foster, K.A. et al., Non-Cytotoxic Protein Conjugates, міжнародна публікація 
патенту WO 2006/059105, кожен з яких повністю включений у дану заявку за допомогою 50 

посилання. Необмежуючі приклади ендопептидаз зі зміненою націленістю включають SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 130 й SEQ ID NO: 131. 

[0110] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, джерелом детектованої 
активності ендопептидази зі зміненою націленістю є ендопептидаза зі зміненою націленістю. 
Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, джерелом детектованої активності 55 

ендопептидази зі зміненою націленістю є ендопептидаза зі зміненою націленістю, описана в 
Keith A. Foster et al., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent 
Functions, патент США 5989545; Clifford C. Shone et al., Recombinant Toxin Fragments, патент 
США 6461617; Conrad P. Quinn et al., Methods and Compounds for the Treatment of Mucus 
Hypersecretion, патент США 6632440; Lance E. Steward et al., Methods And Compositions For The 60 



UA   104456   C2 

30 

Treatment Of Pancreatitis, патент США 6843998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives 
and Methods For Treating Pain, публікація заявки на патент США 2002/0037833; Keith A. Foster et 
al., Inhibition of Secretion from Non-neural Cells, публікація заявки на патент США 2003/0180289; 
J. Oliver Dolly et al., Activatable Recombinant Neurotoxins, WO 2001/014570; Keith A. Foster et al., 
Re-targeted Toxin Conjugates, міжнародна публікація патенту WO 2005/023309; Lance E. Steward 5 

et al., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, заявка на патент США № 
11/376696; Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities 
and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, заявка на патент США № 
11/776075; Dolly, J.O. et al., Activatable Clostridial Toxins, заявка на патент США № 11/829475; 
Foster, K.A. et al., Fusion Proteins, міжнародна публікація патенту WO 2006/059093; і Foster, K.A. 10 

et al., Non-Cytotoxic Protein Conjugates, публікація міжнародної заявки WO 2006/059105, вміст 
кожного з яких повністю включено в дану заявку за допомогою посилання. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, ендопептидази зі зміненою націленістю являють собою SEQ 
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 130 або SEQ ID NO: 131. 

[0111] Відповідно до іншого варіанта реалізації, джерелом детектованої активності 15 

ендопептидази зі зміненою націленістю є ендопептидаза зі зміненою націленістю, яка, 
наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 
85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 95 % ідентична згідно послідовності 
амінокислот ендопептидази зі зміненою націленістю, описаної в Keith A. Foster et al., Clostridial 
Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, патент США 5989545; 20 

Clifford C. Shone et al., Recombinant Toxin Fragments, патент США 6461617; Conrad P. Quinn et 
al., Methods and Compounds for the Treatment of Mucus Hypersecretion, патент США 6632440; 
Lance E. Steward et al., Methods And Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, патент США 
6843998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, публікація 
патенту США 2002/0037833; Keith A. Foster et al., Inhibition of Secretion from Non-neural Cells, 25 

публікація заявки на патент США 2003/0180289; J. Oliver Dolly et al., Activatable Recombinant 
Neurotoxins, WO 2001/014570; Keith A. Foster et al., Re-targeted Toxin Conjugates, публікація 
міжнародної заявки WO 2005/023309; Lance E. Steward et al., Multivalent Clostridial Toxin 
Derivatives and Methods of Their Use, заявка на патент США № 11/376696; Steward, L.E. et al., 
Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Activity 30 

For Non-Clostridial Toxin Target Cells, заявка на патент США № 11/776075; Dolly, J.O. et al., 
Activatable Clostridial Toxins, заявка на патент США № 11/829475; Foster, K.A. et al., Fusion 
Proteins, публікація міжнародної заявки WO 2006/059093; і Foster, K.A. et al., Non-Cytotoxic 
Protein Conjugates, публікація міжнародної заявки WO 2006/059105, кожен з яких повністю 
включений у дану заявку за допомогою посилання. Відповідно до іншого варіанта реалізації, 35 

джерелом детектованої активності ендопептидази зі зміненою націленістю є ендопептидаза зі 
зміненою націленістю, яка, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, 
щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 95 % 
ідентична згідно послідовності амінокислот ендопептидази зі зміненою націленістю з SEQ ID 
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 130 або SEQ ID NO: 131. 40 

[0112] Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, джерелом детектованої 
активності ендопептидази зі зміненою націленістю є ендопептидаза зі зміненою націленістю, що 
включає підряд заміни, делеції або інсерції, що не йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або 
більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 
або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 45 

або більше амінокислот з ендопептидаз зі зміненою націленістю, описаних в Keith A. Foster et 
al., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral Sensory Afferent Functions, патент США 
5989545; Clifford C. Shone et al., Recombinant Toxin Fragments, патент США 6461617; Conrad P. 
Quinn et al., Methods and Compounds for the Treatment of Mucus Hypersecretion, патент США 
6632440; Lance E. Steward et al., Methods And Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, 50 

патент США 6843998; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating 
Pain, публікація заявки на патент США 2002/0037833; Keith A. Foster et al., Inhibition of Secretion 
from Non-neural Cells, публікація заявки на патент США 2003/0180289; J. Oliver Dolly et al., 
Activatable Recombinant Neurotoxins, WO 2001/014570; Keith A. Foster et al., Re-targeted Toxin 
Conjugates, публікація міжнародної заявки WO 2005/023309; Lance E. Steward et al., Multivalent 55 

Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their Use, заявка на патент США № 11/376696; 
Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered 
Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, заявка на патент США № 11/776,075; 
Dolly, J.O. et al., Activatable Clostridial Toxins, заявка на патент США № 11/829,475; Foster, K.A. et 
al., Fusion Proteins, публікація міжнародної заявки WO 2006/059093; і Foster, K.A. et al., Non-60 
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Cytotoxic Protein Conjugates, публікація міжнародної заявки WO 2006/059105, вміст кожного з 
яких повністю включено в дану заявку за допомогою посилання. Відповідно до інших аспектів 
даного варіанта реалізації, джерелом детектованої активності ендопептидази зі зміненою 
націленістю є ендопептидаза зі зміненою націленістю, що включає підряд заміни, делеції або 
інсерції, що не йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 

5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або 
більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, описаних в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 130 або SEQ ID NO: 131. 

[0113] Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, джерелом детектованої 10 

активності ендопептидази зі зміненою націленістю є не варіант, що зустрічається в природі, 
ендопептидази зі зміненою націленістю, що включає підряд заміни, делеції або інсерції, що 
йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 
6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або 
більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з ендопептидаз зі 15 

зміненою націленістю, описаних в Keith A. Foster et al., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify 
Peripheral Sensory Afferent Functions, патент США 5989545; Clifford C. Shone et al., Recombinant 
Toxin Fragments, патент США 6461617; Conrad P. Quinn et al., Methods and Compounds for the 
Treatment of Mucus Hypersecretion, патент США 6632440; Lance E. Steward et al., Methods And 
Compositions For The Treatment Of Pancreatitis, патент США 6843998; Stephan Donovan, 20 

Clostridial Toxin Derivatives and Methods For Treating Pain, публікація патенту США 2002/0037833; 
Keith A. Foster et al., Inhibition of Secretion from Non-neural Cells, публікація заявки на патент 
США 2003/0180289; J. Oliver Dolly et al., Activatable Recombinant Neurotoxins, WO 2001/014570; 
Keith A. Foster et al., Re-targeted Toxin Conjugates, міжнародна публікація патенту WO 
2005/023309; Lance E. Steward et al., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their 25 

Use, заявка на патент США № 11/376696; Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with 
Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target 
Cells, заявка на патент США № 11/776075; Dolly, J.O. et al., Activatable Clostridial Toxins, заявка 
на патент США № 11/829475; Foster, K.A. et al., Fusion Proteins, публікація міжнародної заявки 
WO 2006/059093; і Foster, K.A. et al., Non-Cytotoxic Protein Conjugates, публікація міжнародної 30 

заявки WO 2006/059105, вміст кожного з яких повністю включено в дану заявку за допомогою 
посилання. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, джерелом детектованої 
активності ендопептидази зі зміненою націленістю є не варіант, що зустрічається в природі, 
ендопептидази зі зміненою націленістю, що включає заміни, делеції або інсерції, що йдуть 
підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або 35 

більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 
40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, описаних в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 
130 або SEQ ID NO: 131. 

[0114] Згідно ще одного варіанту реалізації, джерелом детектованої активності 40 

ендопептидази зі зміненою націленістю є ендопептидаза зі зміненої опіоїдною націленістю. 
Необмежуючі приклади ендопептидази зі зміненої опіоїдною націленістю, або опіоїдно-TVEMP, 
описані, наприклад, в Keith A. Foster et al., Clostridial Toxin Derivatives Able To Modify Peripheral 
Sensory Afferent Functions, патент США 5989545; J. Oliver Dolly et al., Activatable Recombinant 
Neurotoxins, патент США 7132259; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods For 45 

Treating Pain, патент США 7244437; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and Methods 
For Treating Pain, патент США 7413742; Stephan Donovan, Clostridial Toxin Derivatives and 
Methods For Treating Pain, патент США 7415338; Lance E. Steward et al., Multivalent Clostridial 
Toxin Derivatives and Methods of Their Use, патент США 7514088; Keith A. Foster, Fusion Proteins, 
публікація патенту США 2008/0064092; Keith A. Foster, Fusion Proteins, публікація патенту США 50 

2009/0035822; Lance E. Steward et al., Multivalent Clostridial Toxin Derivatives and Methods of Their 
Use, публікація заявки на патент США 2009/0048431; Keith A. Foster, Non-Cytotoxic Protein 
Conjugates, публікація заявки на патент США 2009/0162341; Keith A. Foster et al., Re-targeted 
Toxin Conjugates, публікація міжнародної заявки WO 2005/023309; і Lance E. Steward, Modified 
Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and Altered Targeting Capabilities for 55 

Non-Clostridial Toxin Target Cells, публікація міжнародної заявки WO 2008/008805; вміст кожного 
з яких повністю включено в дану заявку за допомогою посилання. 

[0115] Згідно ще одного варіанту реалізації, джерелом детектованої активності 
ендопептидази зі зміненою націленістю є ендопептидаза зі зміненої галаніновою націленістю. 
Необмежуючі приклади ендопептидаз зі зміненої галаніновою націленістю, або галанін-TVEMP, 60 
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описані, наприклад, в Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation 
Capability and Enhanced Targeting Activity, заявка на патент США № 11/776043 (11 липня 2007 
р.); Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation Capabilities and 
Altered Targeting Activity For Clostridial Toxin Target Cells, заявка на патент США № 11/776052 (11 
липня 2007 р.); і Steward, L.E. et al., Modified Clostridial Toxins with Enhanced Translocation 5 

Capabilities and Altered Targeting Activity For Non-Clostridial Toxin Target Cells, заявка на патент 
США № 11/776075 (11 липня 2007 р.), вміст кожного з яких повністю включено в дану заявку за 
допомогою посилання. 

[0116] Частина аспектів даного опису включає SNAP-25. У даній заявці термін "SNAP-25" 
відноситься до природного SNAP-25 або такого SNAP-25, що не зустрічається в природі, який 10 

переважно розщеплюється ендопептидазами зі зміненою націленістю. У даній заявці термін 
"переважно розщеплюється" відноситься до швидкості розщеплення SNAP-25 ендопептидазами 
зі зміненою націленістю, яка щонайменше на порядок перевищує швидкість розщеплення 
ендопептидазами зі зміненою націленістю якого-небудь іншого субстрату. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, швидкість розщеплення SNAP-25 ендопептидазами зі 15 

зміненою націленістю перевищує щонайменше на два порядки, щонайменше на три порядки, 
щонайменше на чотири порядки або щонайменше на п'ять порядків швидкість розщеплення 
ендопептидазами зі зміненою націленістю якого-небудь іншого субстрату. 

[0117] У даній заявці термін "природний SNAP-25" відноситься до будь-якого SNAP-25, який 
утворюється в результаті природних процесів, включаючи, але не обмежуючись ними, ізоформи 20 

SNAP-25, що утворяться в результаті посттрансляційної модифікації, альтернативного 
сплайсінга транскрипта або спонтанної мутації, і підтипи SNAP-25. Природні SNAP-25 
включають, але не обмежуються, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, 
SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, 25 

SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID NO: 24 або їх варіанти, у яких 
присутні заміни, делеції або інсерції, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або 
більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 
або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ 
ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 30 

11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 
17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 
23 або SEQ ID NO: 24. 

[0118] У даній заявці термін "SNAP-25, що не зустрічається в природі" відноситься до будь-
якого SNAP-25, структура якого була змінена за допомогою діяльності людини, включаючи, але 35 

не обмежуючись, SNAP-25, одержаний за допомогою генної інженерії з використанням 
випадкового мутагенезу або раціонального дизайну, і SNAP-25, одержаний за допомогою 
хімічного синтезу in vitro. Необмежуючі приклади SNAP-25, що не зустрічається в природі, 
описані, наприклад, в Steward, L.E. et al., FRET Protease Assays for Clostridial Toxins, патент 
США 7332567; Fernandez-Salas et al., Lipohilic Dye-based FRET Assays for Clostridial Toxin 40 

Activity, публікація заявки на патент США 2008/0160561, кожен з яких повністю включений у 
дану заявку за допомогою посилання. SNAP-25, що не зустрічається в природі, може містити 
заміни, делеції або інсерції, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 
5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або 
більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID 45 

NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, 
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 
або SEQ ID NO: 24. 

[0119] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, SNAP-25 являє собою 50 

природний SNAP-25. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, SNAP-25 являє собою 
ізоформу SNAP-25 або підтип SNAP-25. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, 
природний SNAP-25 являє собою природний SNAP-25 з SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID 
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 
13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 55 

19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID NO: 24. 
Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, SNAP-25 являє собою природний 
SNAP-25, який, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, 
щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 95 % ідентичний згідно 
послідовності амінокислот SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID 60 
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NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID 
NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID 
NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID NO: 24. 

[0120] Відповідно до іншого варіанта реалізації, SNAP-25 являє собою SNAP-25, що не 
зустрічається в природі. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, SNAP-25 являє 5 

собою SNAP-25, що не зустрічається в природі, який, наприклад, щонайменше на 70 %, 
щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або 
щонайменше на 95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 3 або SEQ ID NO: 4. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, SNAP-
25 являє собою SNAP-25, що не зустрічається в природі, який включає заміни, делеції або 10 

інсерції, що не йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 
5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або 
більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID 
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, 
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, 15 

SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 
або SEQ ID NO: 24. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, SNAP-25 являє 
собою SNAP-25, що не зустрічається в природі, який включає заміни, делеції або інсерції, що 
йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 
6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або 20 

більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 5, SEQ ID 
NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 
12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 
18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID 
NO: 24. 25 

[0121] SNAP-25 може являти собою ендогенний SNAP-25 або екзогенний SNAP-25. У даній 
заявці термін "ендогенний SNAP-25" відноситься до SNAP-25, природно присутнього в клітині в 
силу того, що він природно закодований у геномі клітини, і таким чином, у клітині первинно 
експресується SNAP-25, що знімає необхідність наявності зовнішнього джерела SNAP-25 або 
зовнішнього джерела генетичного матеріалу, що кодує SNAP-25. Експресія ендогенного SNAP-30 

25 може відбуватися за участю стимуляції з боку навколишнього середовища, такої як, 
наприклад, клітинне диференціювання, або без нього. Згідно визначенню, ендогенним SNAP-25 
може бути тільки природний SNAP-25 або його варіанти. Наприклад, у наступних стабільних 
клітинних лініях експресується ендогенний SNAP-25: BE(2)-M17, Kelly, LA1-55n, N1E-115, 
N4TG3, N18, Neuro-2a, NG108-15, PC12, SH-SY5Y, SiMa, SK-N-DZ й SK-N-BE(2)-C. 35 

[0122] У даній заявці термін "екзогенний SNAP-25" відноситься до SNAP-25, експресія якого 
в клітині досягається шляхом введення зовнішнього джерела SNAP-25 або зовнішнього 
джерела генетичного матеріалу, що кодує SNAP-25, у результаті діяльності людини. Експресія 
екзогенного SNAP-25 може відбуватися за участю стимуляції з боку навколишнього 
середовища, такої як, наприклад, клітинне диференціювання, або без нього. Як необмежуючий 40 

приклад, клітини зі стабільної клітинної лінії можуть експресувати екзогенний SNAP-25 у 
результаті тимчасової або стабільної трансфікції SNAP-25. Як інший необмежуючий приклад, 
клітини зі стабільної клітинної лінії можуть експресувати екзогенний SNAP-25 у результаті 
трансфікції білка SNAP-25. Екзогенним SNAP-25 може бути природний SNAP-25 або його 
варіанти, або SNAP-25, що не зустрічається в природі, або його варіанти. 45 

[0123] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 
лінії експресують ендогенний SNAP-25. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, 
ендогенний SNAP-25, експресований клітинами зі стабільної клітинної лінії, являє собою 
природний SNAP-25. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, ендогенний 
SNAP-25, експресований клітинами зі стабільної клітинної лінії, являє собою SEQ ID NO: 5, SEQ 50 

ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 
12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 
18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID 
NO: 24. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, ендогенний SNAP-25, 
експресований клітинами зі стабільної клітинної лінії, являє собою природний SNAP-25, такий 55 

як, наприклад, ізоформа SNAP-25 або підтип SNAP-25. Відповідно до інших аспектів даного 
варіанта реалізації, ендогенний SNAP-25, експресований клітинами зі стабільної клітинної лінії, 
являє собою природний SNAP-25, який, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 
75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 
95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 60 
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SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID NO: 24. 

[0124] Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії 
тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії екзогенного SNAP-25. 5 

Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії 
тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії природного SNAP-25. 
Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії 
тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії природного SNAP-25 з SEQ 
ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 10 

11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 
17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 
23 або SEQ ID NO: 24. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії 
природного SNAP-25, такого як, наприклад, ізоформа SNAP-25 або підтип SNAP-25. Відповідно 15 

до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або 
стабільно модифіковані із забезпеченням експресії природного SNAP-25, який, наприклад, 
щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, 
щонайменше на 90 % або щонайменше на 95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот 
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID 20 

NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID 
NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID 
NO: 23 або SEQ ID NO: 24. 

[0125] Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 
лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії SNAP-25, що не 25 

зустрічається в природі. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії 
SNAP-25, що не зустрічається в природі, який, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше 
на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше 
на 95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, 30 

SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, 
SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, 
SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID NO: 24. Відповідно до 
інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або 
стабільно модифіковані із забезпеченням експресії SNAP-25, що не зустрічається в природі, що 35 

включає заміни, делеції або інсерції, що не йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або 
більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 
або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 
або більше амінокислот з SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, 40 

SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, 
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23 або SEQ ID NO: 24. Відповідно до інших аспектів даного варіанта 
реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із 
забезпеченням експресії SNAP-25, що не зустрічається в природі, який включає заміни, делеції 
або інсерції, що йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або 45 

більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 
або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ 
ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 
11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 
17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 50 

23 або SEQ ID NO: 24. 
[0126] Тести, що виявляють розщеплення SNAP-25 після контакту з ендопептидазами зі 

зміненою націленістю, можна використовувати для оцінки наявності в клітині експресії 
ендогенного або екзогенного SNAP-25. У цих тестах утворення продуктів розщеплення SNAP-25 
буде спостерігатися в клітинах, що експресують SNAP-25, після обробки ендопептидазами зі 55 

зміненою націленістю. Необмежуючі приклади конкретного аналізу за допомогою Вестерн-
блотінга, а також детально охарактеризовані реактиви, умови й протоколи можна знайти у 
комерційних постачальників, які включають, але не обмежуються, Amersham Biosciences, 
Піскетеуей, Нью-Джерсі; Bio-Rad Laboratories, Геркулес, Каліфорнія; Pierce Biotechnology, Inc., 
Рокфорд, Іллінойс; Promega Corporation, Мадісон, Вісконсін, і Stratagene, Inc., Ла-Хойя, 60 
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Каліфорнія. Варто розуміти, що ці й подібні їм тести для розщеплення SNAP-25 можуть бути 
придатні для ідентифікації клітин, що експресують ендогенний або екзогенний SNAP-25. 

[0127] Як необмежуючі приклади, аналіз за допомогою Вестерн-блотінга з використанням 
антитіл, що розпізнають продукт розщеплення SNAP-25 або як розщеплені, так і нерозщеплені 
форми SNAP-25, можна використовувати для аналізу поглинання ендопептидаз зі зміненою 5 

націленістю. Приклади анти-SNAP-25 антитіл, придатних для цих тестів, включають, але не 
обмежуються, мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла SMI-81 (Sternberger Monoclonals 
Inc., Лютервіль, Меріленд), мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла CI 71.1 (Synaptic 
Systems, Геттінген, Німеччина), мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла CI 71.2 (Synaptic 
Systems, Геттінген, Німеччина), мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла SP12 (Abcam, 10 

Кембридж, Массачусетс), кролячу поліклональну антисироватку α-SNAP-25 (Synaptic Systems, 
Геттінген, Німеччина), кролячу поліклональну антисироватку α-SNAP-25 (Abcam, Кембридж, 
Масачусетс) і кролячу поліклональну антисироватку α-SNAP-25 S9684 (Sigma, Сент-Луїс, 
Міссурі). 

[0128]  Частина аспектів даного опису включає рецептор ендопептидаз зі зміненою 15 

націленістю. У даній заявці термін "рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю" 
відноситься або до природного рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю або до 
рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається в природі, який вибірково 
взаємодіє з ендопептидазами зі зміненою націленістю таким чином, що відповідь на активність 
ендопептидаз зі зміненою націленістю підсилюється. У даній заявці термін "вибірково 20 

взаємодіє" відноситься до такої рівноважної константи дисоціації (KD) ендопептидази зі 
зміненою націленістю й рецептора ендопептидази зі зміненою націленістю, що щонайменше на 
один порядок менше подібної величини для ендопептидази зі зміненою націленістю й будь-
якого іншого рецептора клітинної поверхні. Рівноважна константа дисоціації – це тип константи 
рівноваги, яка вимірює здатність комплексу ендопептидази зі зміненою націленістю та 25 

рецептора ендопептидази зі зміненою націленістю обернено розділятися (дисоціювати) на 
складові її молекули, а саме, ендопептидазу зі зміненою націленістю й рецептор ендопептидази 
зі зміненою націленістю, і визначається як KD=Ka/Kd у стані рівноваги. Константа асоціації (Ka) 
визначається як Ka=[C]/[L][R], а константа дисоціації (Kd) визначається як Kd=[L][R]/[C], де [L] 
дорівнює молярній концентрації ендопептидази зі зміненою націленістю, [R] - молярна 30 

концентрація рецептора ендопептидази зі зміненою націленістю, а [C] - молярна концентрація 
комплексу ендопептидази зі зміненою націленість й рецептора ендопептидази зі зміненою 
націленістю, де концентрації всіх компонентів відповідають стану рівноваги системи. Чим менше 
константа дисоціації, тим більш міцно ендопептидаза зі зміненою націленістю зв'язана зі своїм 
рецептором, або вище афінність зв'язування між ендопептидазою зі зміненою націленістю й 35 

рецептором ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до аспектів цього варіанта 
реалізації, константа дисоціації ендопептидази зі зміненою націленістю й відповідним 
рецептором, щонайменше на два, три, чотири або п'ять порядків менше, ніж константа 
дисоціації ендопептидази зі зміненою націленістю й будь-яким іншим рецептором. Відповідно до 
інших аспектів цього варіанта реалізації, афінність зв'язування ендопептидази зі зміненою 40 

націленістю, яка вибірково взаємодіє з відповідним рецептором, може мати рівноважну 
константу дисоціації (KD), наприклад, 500 нМ або менше, 400 нМ або менше, 300 нМ або 
менше, 200 нМ, або менше, менше 100 нМ, або ще менше. Відповідно до інших аспектів цього 
варіанта реалізації, афінність зв'язування ендопептидази зі зміненою націленістю, яка вибірково 
взаємодіє з відповідним рецептором, може мати рівноважну константу дисоціації (KD), 45 

наприклад, 90 нМ або менше, 80 нМ або менше, 70 нМ або менше, 60 нМ, 50 нМ або менше, 40 
нМ або менше, 30 нМ або менше, 20 нМ або менше, менше 10 нМ, або ще менше. У даній 
заявці термін "підсилює відповідь на активність ендопептидази зі зміненою націленістю", 
відноситься до здатності рецептора ендопептидази зі зміненою націленістю взаємодіяти з 
ендопептидазою зі зміненою націленістю, з формуванням комплексу ендопептидаза/рецептор і 50 

наступною інтерналізацією цього комплексу в цитоплазму клітини. 
[0129] У даній заявці термін "природний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю" 

відноситься до будь-якого рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, що утворюється в 
результаті природних процесів, включаючи, але не обмежуючись, ізоформи рецептора 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, що утворюються в результаті посттрансляційної 55 

модифікації, альтернативного сплайсінга транскрипта або спонтанної мутації, і підтипи 
рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю. Природні рецептори ендопептидаз зі 
зміненою націленістю включають, але не обмежуються, природні опіоїдні рецептори, такі як 
опіоїдоподібний рецептор 1 (ORL1), δ-опіоїдний рецептор (DOR), κ-опіоїдний рецептор (KOR) і 
μ-опіоїдний рецептор (MOR), такі як описано в Christopher Evans et al., Opioid Receptor Genes, 60 
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патент США 6265563; Christopher Evans et al., Methods of Screening Modulators of Opiod Receptor 
Activity, патент США 6432652; Christopher Evans et al., Opioid Receptors and Methods of Use, 
патент США 7282563; і Christopher Evans et al., Delta Opioid Receptor Proteins, публікація заявки 
на патент США 2008/0219925, кожен з яких повністю включений у дану заявку за допомогою 
посилання. Інші приклади природних рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю 5 

включають, але не обмежуються, рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 і рецептор галаніну 
3. У даній галузі техніки відомі природні опіоїдні рецептори з інших видів хребетних, таких як, 
наприклад, примати, корови, собаки, миші, пацюки, кури й риби, і їх можна використовувати 
відповідно до аспектів даної заявки. 

[0130]  Природний ORL1 включає, але не обмежується, SEQ ID NO: 25 й SEQ ID NO: 26 або 10 

їхні варіанти, у яких присутні заміни, делеції або інсерції, наприклад, 1 або більше, 2 або 
більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 
або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 
або більше амінокислот з SEQ ID NO: 25 або SEQ ID NO: 26. Природний DOR включає, але не 
обмежується, SEQ ID NO: 27 й SEQ ID NO: 28 або їх варіанти, у яких присутні заміни, делеції 15 

або інсерції, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 
або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або 
більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 27 або SEQ 
ID NO: 28. Природний KOR включає, але не обмежується, SEQ ID NO: 29 й SEQ ID NO: 30 або їх 
варіанти, у яких присутні заміни, делеції або інсерції, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 20 

або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 
10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше 
амінокислот з SEQ ID NO: 29 або SEQ ID NO: 30. Природний MOR включає, але не 
обмежується, SEQ ID NO: 31 або його варіанти, у яких присутні заміни, делеції або інсерції, 
наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 25 

7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або 
більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 31. 

[0131] Природний рецептор галаніну 1 включає, але не обмежується, SEQ ID NO: 136, SEQ 
ID NO: 137 й SEQ ID NO: 138 або його варіанти, у яких присутні заміни, делеції або інсерції, 
наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 30 

7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або 
більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137 або 
SEQ ID NO: 138. Природний рецептор галаніну 2 включає, але не обмежується, SEQ ID NO: 139 
або його варіанти, у яких присутні заміни, делеції або інсерції, наприклад, 1 або більше, 2 або 
більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 35 

або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 
або більше амінокислот з SEQ ID NO: 139. Природний рецептор галаніну 3 включає, але не 
обмежується, SEQ ID NO: 140 або його варіанти, у яких присутні заміни, делеції або інсерції, 
наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 
7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або 40 

більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 140. 
[0132] У даній заявці термін " варіант рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, що 

не зустрічається в природі" відноситься до будь-якого рецептора ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, одержаного за допомогою людських модифікацій або побудов, включаючи, але не 
обмежуючись ними, рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, одержаний методами 45 

генної інженерії, з використанням випадкового мутагенезу або раціонального дизайну, і 
рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, одержаний хімічним синтезом. Необмежуючі 
приклади варіантів рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічаються в 
природі, включають, наприклад, консервативні варіанти рецептора ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, неконсервативні варіанти рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, 50 

химерні варіанти рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю й активні фрагменти 
рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

[0133] У даній заявці термін "рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не 
зустрічається в природі" відноситься до будь-якого рецептора ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, структура якого була змінена за допомогою діяльності людини, включаючи, але не 55 

обмежуючись, рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, одержаний за допомогою генної 
інженерії з використанням випадкового мутагенезу або раціонального дизайну, і рецептор 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, одержаний за допомогою хімічного синтезу in vitro. 
Рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається в природі, може містити 
заміни, делеції або інсерції, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 60 
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5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або 
більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID 
NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID 
NO: 31, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. 

[0134] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі 5 

зміненою націленістю являє собою природний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
такий як, наприклад, ORL1, DOR, KOR або MOR. Відповідно до аспектів даного варіанта 
реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою ізоформу рецептора 
ендопептидаз зі зміненою націленістю або підтип рецептора ендопептидаз зі зміненою 
націленістю. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, природний рецептор 10 

ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою природний рецептор ендопептидаз зі 
зміненою націленістю з SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID 
NO: 29, SEQ ID NO: 30 або SEQ ID NO: 31. Відповідно до інших аспектів даного варіанта 
реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою природний рецептор 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, який, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 15 

75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 
95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 
27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 або SEQ ID NO: 31. 

[0135] Відповідно до іншого варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою 
націленістю являє собою рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається 20 

в природі, такий як, наприклад, генетично модифікований ORL1, генетично модифікований 
DOR, генетично модифікований KOR або генетично модифікований MOR. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю являє 
собою рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається в природі, який, 
наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 25 

85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 95 % ідентичний згідно послідовності 
амінокислот SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ 
ID NO: 30 або SEQ ID NO: 31. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, рецептор 
ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою рецептор ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, що не зустрічається в природі, який включає заміни, делеції або інсерції, що не 30 

йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 
6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або 
більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 25, SEQ ID 
NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 або SEQ ID NO: 31. 
Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою 35 

націленістю являє собою рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається 
в природі, який включає заміни, делеції або інсерції, що йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 
2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або 
більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або 
більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID 40 

NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30 або SEQ ID NO: 31. 
[0136] Відповідно до іншого варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою 

націленістю являє собою природний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, такий як, 
наприклад, рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 або рецептор галаніну 3. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю являє 45 

собою ізоформу рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю або підтип рецептора 
ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, 
природний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою природний рецептор 
ендопептидаз зі зміненою націленістю з SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ 
ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, 50 

рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою природний рецептор 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, який, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 
75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 
95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 
138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140.  55 

[0137] Відповідно до іншого варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою 
націленістю являє собою рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається 
в природі, такий як, наприклад, генетично модифікований рецептор галаніну 1, генетично 
модифікований рецептор галаніну 2 або генетично модифікований рецептор галаніну 3. 
Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою 60 
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націленістю являє собою рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається 
в природі, який, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, 
щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 95 % ідентичний згідно 
послідовності амінокислот SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 
або SEQ ID NO: 140. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, рецептор 5 

ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою рецептор ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, що не зустрічається в природі, який включає заміни, делеції або інсерції, що не 
йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 
6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або 
більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 136, SEQ 10 

ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. Відповідно до інших аспектів 
даного варіанта реалізації, рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю являє собою 
рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається в природі, який включає 
заміни, делеції або інсерції, що йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 2 або більше, 3 або 
більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або більше, 9 або більше, 10 15 

або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або більше або 100 або більше 
амінокислот з SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID 
NO: 140. 

[0138] Рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю може бути ендогенним або 
екзогенним. У даній заявці термін "ендогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю" 20 

відноситься до рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, природно присутнього в 
клітині, оскільки він природно закодований у геномі клітини, так, що в клітині первинно 
експресується рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю без необхідності в зовнішньому 
джерелі рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю або зовнішньому джерелі генетичного 
матеріалу, що кодує рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю. Експресія ендогенного 25 

рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю може відбуватися як при зовнішній стимуляції, 
так і без неї, як, наприклад, при диференціюванні клітини або активації промотору. Наприклад, 
наступні стабільні клітинні лінії експресують щонайменше один ендогенний рецептор 
ендопептидаз зі зміненою націленістю: AGN P33, Neuro-2a, SiMa й SK-N-DZ. Ендогенний 
рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю може бути тільки природним рецептором 30 

ендопептидаз зі зміненою націленістю або його природними варіантами. 
[0139] У даній заявці термін "екзогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю" 

відноситься до рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, що експресується в клітині 
внаслідок введення зовнішнього джерела рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю або 
зовнішнім джерелом генетичного матеріалу, що кодує рецептор ендопептидаз зі зміненою 35 

націленістю, внаслідок діяльності людини. Експресія екзогенного рецептора ендопептидаз зі 
зміненою націленістю може відбуватися як при зовнішній стимуляції, так і без неї, як, наприклад, 
при диференціюванні клітини або активації промотору. Як необмежуючі приклади, клітини 
стабільних клітинних ліній можуть експресувати один або декілька екзогенних рецептори 
ендопептидаз зі зміненою націленістю внаслідок тимчасової або стабільної трансфікції 40 

молекулою полінуклеотиду, що кодує рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, такий як, 
наприклад, ORL1, DOR, KOR, MOR, рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 або рецептор 
галаніну 3. Як інший необмежуючий приклад, клітини стабільних клітинних ліній можуть 
експресувати один або більше екзогенних рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю за 
рахунок білкової трансфікції рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю, таких як, 45 

наприклад, ORL1, DOR, KOR, MOR, рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 або рецептор 
галаніну 3. Екзогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю може бути природним 
рецептором ендопептидаз зі зміненою націленістю або його природними варіантами, або 
рецептором ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається в природі, або його 
варіантами, що не зустрічаються в природі. 50 

[0140] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 
лінії експресують ендогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до 
аспектів даного варіанта реалізації, ендогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, експресований клітинами зі стабільної клітинної лінії, являє собою природний 
рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів даного варіанта 55 

реалізації, ендогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, експресований 
клітинами зі стабільної клітинної лінії, являє собою SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 
27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 
137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. Відповідно до інших аспектів даного 
варіанта реалізації, ендогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, експресований 60 
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клітинами зі стабільної клітинної лінії, являє собою природний рецептор ендопептидаз зі 
зміненою націленістю, такий як, наприклад, ізоформа рецептора ендопептидаз зі зміненою 
націленістю або підтип рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, ендогенний рецептор ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, експресований клітинами зі стабільної клітинної лінії, являє собою природний 5 

рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, який, наприклад, щонайменше на 70 %, 
щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або 
щонайменше на 95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 
26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 
136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. 10 

[0141] Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії 
тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії екзогенного рецептора 
ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, 
клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням 
експресії природного рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до інших 15 

аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно 
модифіковані із забезпеченням експресії природного рецептора ендопептидаз зі зміненою 
націленістю з SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, 
SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 
139 або SEQ ID NO: 140. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 20 

стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії 
природного рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, такого як, наприклад, ізоформа 
рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю або підтип рецептора ендопептидаз зі 
зміненою націленістю. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії 25 

природного рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, який, наприклад, щонайменше на 
70 %, щонайменше на 75 %, щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % 
або щонайменше на 95 % ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 25, SEQ ID 
NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID 
NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. 30 

[0142] Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної 
клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії рецептора 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається в природі. Відповідно до інших 
аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно 
модифіковані із забезпеченням експресії рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, що 35 

не зустрічається в природі, який, наприклад, щонайменше на 70 %, щонайменше на 75 %, 
щонайменше на 80 %, щонайменше на 85 %, щонайменше на 90 % або щонайменше на 95 % 
ідентичний згідно послідовності амінокислот SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, 
SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, 
SEQ ID NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. Відповідно до інших аспектів даного 40 

варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із 
забезпеченням експресії рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається 
в природі, який включає заміни, делеції або інсерції, що не йдуть підряд, наприклад, 1 або 
більше, 2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 
або більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або 45 

більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID 
NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID 
NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. Відповідно до інших аспектів даного варіанта 
реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із 
забезпеченням експресії рецептора ендопептидаз зі зміненою націленістю, що не зустрічається 50 

в природі, який включає заміни, делеції або інсерції, що йдуть підряд, наприклад, 1 або більше, 
2 або більше, 3 або більше, 4 або більше, 5 або більше, 6 або більше, 7 або більше, 8 або 
більше, 9 або більше, 10 або більше, 20 або більше, 30 або більше, 40 або більше, 50 або 
більше або 100 або більше амінокислот з SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27, SEQ ID 
NO: 28, SEQ ID NO: 29, SEQ ID NO: 30, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, SEQ ID 55 

NO: 138, SEQ ID NO: 139 або SEQ ID NO: 140. 
[0143] Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії 

тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії екзогенних ORL1, DOR, KOR, 
MOR або будь-якої їх комбінації. Відповідно до аспектів цього варіанта реалізації, клітини 
стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії 60 
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природних ORL1, DOR, KOR, MOR або будь-якої їх комбінації. Відповідно до інших аспектів 
цього варіанта реалізації, клітини стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно 
модифіковані із забезпеченням експресії таких, що не зустрічаються в природі ORL1, DOR, 
KOR, MOR або будь-якої їх комбінації. Відповідно до інших аспектів цього варіанта реалізації, 
клітини стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із забезпеченням 5 

експресії природних або таких, що не зустрічаються в природі ORL1, DOR, KOR, MOR або будь-
якої їх комбінації. 

[0144] Згідно ще одного варіанту реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії тимчасово 
або стабільно модифіковані із забезпеченням експресії екзогенних рецептора галаніну 1, 
рецептора галаніну 2, рецептора галаніну 3 або будь-якої їх комбінації. Відповідно до аспектів 10 

цього варіанта реалізації, клітини стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно 
модифіковані із забезпеченням експресії природних рецептора галаніну 1, рецептора галаніну 
2, рецептора галаніну 3 або будь-якої їх комбінації. Відповідно до інших аспектів цього варіанта 
реалізації, клітини стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із 
забезпеченням експресії рецептора галаніну 1, рецептора галаніну 2, рецептора галаніну 3, що 15 

не зустрічаються в природі або будь-якої їх комбінації. Відповідно до інших аспектів цього 
варіанта реалізації, клітини стабільної клітинної лінії тимчасово або стабільно модифіковані із 
забезпеченням експресії природних або таких, що не зустрічаються в природі, рецептора 
галаніну 1, рецептора галаніну 2, рецептора галаніну 3 або будь-якої їх комбінації. 

[0145] Клітини, у яких експресуються один або декілька ендогенних або екзогенних 20 

рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю, можна ідентифікувати звичайними методами, 
включаючи прямі й непрямі тести на поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю. Тести, 
що визначають параметри зв'язування або поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
можна використовувати для оцінки наявності в клітині експресії рецептора ендопептидаз зі 
зміненою націленістю. Такі тести включають, але не обмежуються, досвіди з утворення 25 

поперечних міжмолекулярних зв'язків з використанням мічених ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, таких як, наприклад, [125I] ендопептидаза зі зміненою націленістю, див., 
наприклад, Noriko Yokosawa et al., Binding of Clostridium botulinum type C neurotoxin to different 
neuroblastoma cell lines, 57(1) Infect. Immun. 272-277 (1989); Noriko Yokosawa et al., Binding of 
botulinum type Cl, D and E neurotoxins to neuronal cell lines and synaptosomes, 29(2) Toxicon 261-30 

264 (1991); і Tei-ichi Nishiki et al., Identification of protein receptor for Clostridium botulinum type B 
neurotoxin in rat brain synaptosomes, 269(14) J. Biol. Chem. 10498-10503 (1994). Інші необмежуючі 
приклади тестів включають імуноцитохімічні тести для детектування зв'язування ендопептидаз 
зі зміненою націленістю з використанням мічених або немічених антитіл, див., наприклад, 
Atsushi Nishikawa et al., The receptor and transporter for internalization of Clostridium botulinum type 35 

C progenitor toxin into HT-29 cells, 319(2) Biochem. Biophys. Res. Commun. 327-333 (2004), і тести 
з використанням імунопреципітації, див., наприклад, Yukako Fujinaga et al., Molecular 
characterization of binding subcomponents of Clostridium botulinum type C progenitor toxin for 
intestinal epithelial cells and erythrocytes, 150(Pt 5) Microbiology 1529-1538 (2004), для 
детектування зв'язаних ендопептидаз зі зміненою націленістю з використанням мічених або 40 

немічених антитіл. Антитіла, придатні для цих тестів, включають, але не обмежуються 
перерахованими: антитіла, відібрані проти ендопептидаз зі зміненою націленістю, та/або 
антитіла, відібрані проти рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю, таких як, наприклад, 
ORL1, DOR, KOR, MOR, рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 або рецептор галаніну 3. 
Якщо антитіла позначені, зв'язування молекули можна детектувати різними засобами, 45 

включаючи аналіз за допомогою Вестерн-блотінга, пряме мікроскопічне спостереження 
клітинної локалізації антитіла, вимірювання кількості пов'язаного із клітиною або із субстратом 
антитіла після етапу відмивання, проточну цитометрію, електрофорез або капілярний 
електрофорез, з використанням методів, добре відомих фахівцям у даній галузі техніки. Якщо 
антитіла не позначені, можна використовувати мічені вторинні антитіла для непрямого 50 

детектування зв'язаної молекули й проводити детектування таким же чином, як і для мічених 
антитіл. Варто розуміти, що ці й подібні їм тести для визначення властивостей або 
характеристик поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю можуть бути придатні для 
ідентифікації клітин, що експресують ендогенні або екзогенні рецептори ендопептидаз зі 
зміненою націленістю. 55 

[0146] Тести, що визначають вивільнення молекули після контакту з ендопептидазами зі 
зміненою націленістю, можна також використовувати для оцінки того, чи експресується в клітині 
один або декілька ендогенних або екзогенних рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю. 
У цих тестах інгібування вивільнення молекули буде відбуватися в тих клітинах, які експресують 
рецептор ендопептидаз зі зміненою націленістю, після обробки ендопептидазами зі зміненою 60 
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націленістю. Широко відомі тести включають способи вимірювання інгібування вивільнення 
радіоактивно міченого катехоламіну з нейронів, такого як, наприклад, вивільнення [3H] 
норадреналіну або [3H] допаміну, див., наприклад, A Fassio et al., Evidence for calcium-dependent 
vesicular transmitter release insensitive to tetanus toxin and botulinum toxin type F, 90(3) 
Neuroscience 893-902 (1999); і Sara Stigliani et al., The sensitivity of catecholamine release to 5 

botulinum toxin C1 and E suggests selective targeting of vesicles set into the readily releasable pool, 
85(2) J. Neurochem. 409-421 (2003), або способи вимірювання вивільнення катехоламіну за 
допомогою флуорометричних методів, див., наприклад, Anton de Paiva et al., A role for the 
interchain disulfide or its participating thiols in the internalization of botulinum neurotoxin A revealed 
by a toxin derivative that binds to ecto-acceptors and inhibits transmitter release intracellularly, 10 

268(28) J. Biol. Chem. 20838-20844 (1993); Gary W. Lawrence et al., Distinct exocytotic responses of 
intact and permeabilised chromaffin cells after cleavage of the 25-kDa synaptosomal-associated 
protein (SNAP-25) or synaptobrevin by botulinum toxin A or B, 236(3) Eur. J. Biochem. 877-886 
(1996); і Patrick Foran et al., Botulinum neurotoxin C1 cleaves both syntaxin and SNAP-25 in intact 
and permeabilized chromaffin cells: correlation with its blockade of catecholamine release, 35(8) 15 

Biochemistry 2630-2636 (1996). Інші необмежуючі приклади включають тести для вимірювання 
інгібування вивільнення гормонів з ендокринних клітин, таких як, наприклад, клітини передньої 
частки гіпофіза або клітини яєчників. Варто розуміти, що ці й подібні їм тести на вивільнення 
молекул можуть бути придатні для ідентифікації клітин, що експресують ендогенні або екзогенні 
рецептори ендопептидаз зі зміненою націленістю. 20 

[0147] Тести, що дозволяють детектувати розщеплення субстрату SNAP-25 після його 
обробки ендопептидазами зі зміненою націленістю, можна також використовувати для 
визначення, чи експресує клітина один або більше ендогенних або екзогенних рецепторів 
ендопептидаз зі зміненою націленістю. У цих тестах наробіток продукту розщеплення SNAP-25 
або зникнення не модифікованого SNAP-25 детектується в клітинах, що експресують рецептор 25 

ендопептидаз зі зміненою націленістю після обробки ендопептидазами зі зміненою націленістю. 
Необмежуючі приклади специфічного Вестерн-блотінга, так само як і добре охарактеризовані 
реактиви, умови й протоколи можна легко придбати у комерційних виробників, які включають, 
але не обмежуються перерахованими: Amersham Biosciences, Піскетеуей, Нью-Джерсі; Bio-Rad 
Laboratories, Геркулес, Каліфорнія; Pierce Biotechnology, Inc., Рокфорд, Іллінойс; Promega 30 

Corporation, Мадісон, Вісконсін, і Stratagene, Inc., Ла-Хойя, Каліфорнія. Варто розуміти, що ці й 
подібні тести на розщеплення SNAP-25 можна використовувати для ідентифікації клітин, що 
експресують ендогенні або екзогенні рецептори ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

[0148] Як необмежуючі приклади, Вестерн-блотінга із використанням антитіл, які розпізнають 
продукт розщеплення SNAP-25 або як і розщеплені, так і нерозщеплені форми SNAP-25, можна 35 

використовувати, для оцінки поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю. Приклади анти-
SNAP-25 антитіл, використовуваних для цього тесту, включають, але не обмежуються 
перерахованими: мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла SMI-81 (Sternberger 
Monoclonals Inc., Лютервіль, Меріленд), мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла CI 71.1 
(Synaptic Systems, Геттінген, Німеччина), мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла CI 71.2 40 

(Synaptic Systems, Геттінген, Німеччина), мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла SP12 
(Abcam, Кембридж, Масачусетс), поліклональну сироватку кролика α-SNAP-25 (Synaptic 
Systems, Геттінген, Німеччина), поліклональну сироватку кролика α-SNAP-25 S9684 (Sigma, 
Сент-Луїс, Міссурі) і поліклональну сироватку кролика α-SNAP-25 (Abcam, Кембридж, 
Масачусетс). 45 

[0149] Відповідно до одного аспекту даної заявки запропоновані клітини, які внаслідок 
генетичних маніпуляцій або рекомбінантної технології здобули здатність експресувати 
ендогенний SNAP-25 та/або один або декілька екзогенних рецепторів ендопептидаз зі зміненою 
націленістю. Клітини, придатні із забезпеченням експресії ендогенного SNAP-25 та/або одного 
або більше екзогенних рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю внаслідок генетичних 50 

маніпуляцій або рекомбінантної технології, включають нервові й такі, що не відносяться до 
нервових, клітини, які можуть або не можуть експресувати ендогенний SNAP-25 та/або один або 
декілька ендогенних рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю. Далі варто розуміти, що 
такі генетично модифіковані або сконструйовані за допомогою рекомбінантної технології клітини 
можуть експресувати екзогенний SNAP-25 й один або декілька екзогенних рецепторів 55 

ендопептидаз зі зміненою націленістю під контролем конститутивного тканиноспецифічного й 
специфічного для клітини або індуцибeльного промоторного елемента, енхансерного елемента 
або їх обох. Варто розуміти, що будь-яка клітина є придатною в тому випадку, якщо її можна 
генетично модифікувати або застосовувати до неї рекомбінантні технології з метою експресії 
екзогенного SNAP-25 та/або одного або більше екзогенних рецепторів ендопептидаз зі 60 
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зміненою націленістю, і ця клітина здатна піддаватися активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю. 

[0150] Способи, придатні для введення в клітину екзогенних молекул полінуклеотидів, що 
кодують компоненти, необхідні для функціонування повного клітинного механізму, за допомогою 
якого ендопептидази зі зміненою націленістю протеолітично розщеплюють субстрат SNAP-25, 5 

такі як, наприклад, SNAP-25, ORL1, DOR, KOR або MOR, що включають, без обмеження, хімічні 
способи, наприклад, опосередковуваний фосфатом кальцію, опосередковуваний 
діетиламіноетилдекстраном (ДЕАЕ), опосередковуваний ліпідами, опосередковуваний 
поліетиленіміном (ПЕІ), опосередковуваний полілізином й опосередковуваний полібреном; 
фізично-опосередкованими способами доставки, такими як, наприклад, біолістична доставка 10 

частки, мікроін'єкція, злиття протопластів й електропорація; і опосередковуваними вірусом 
способами доставки, такими як, наприклад, ретровірус-опосередкована трансфікція, див., 
наприклад, Introducing Cloned Genes into Cultured Mammalian Cells, pp. 16. 1-16.62 (Sambrook & 
Russell, eds., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Vol. 3, 3rd ed. 2001); Alessia Colosimo et al., 
Transfer and Expression of Foreign Genes in Mammalian Cells, 29(2) Biotechniques 314-318, 320-15 

322, 324 (2000); Philip Washbourne & A. Kimberley McAllister, Techniques for Gene Transfer into 
Neurons, 12(5) Curr. Opin. Neurobiol. 566-573 (2002); і Current Protocols in Molecular Biology, John 
Wiley and Sons, pp 9.16.4-9.16.11 (2000), кожна з яких включена в дану заявку за допомогою 
посилання. Фахівці в даній галузі техніки розуміють, що вибір певного способу введення 
молекули полінуклеотида в клітину частково залежить від того, стабільно або тимчасово клітина 20 

буде містити компонент, необхідний для функціонування всього клітинного механізму, за 
допомогою якого ендопептидази зі зміненою націленістю протеолітично розщеплюють субстрат 
SNAP-25. Нижче наведені необмежуючі приклади молекул полінуклеотидів, що кодують 
компоненти, необхідні для функціонування всього клітинного механізму, за допомогою якого 
ендопептидази зі зміненою націленістю протеолітично розщеплюють субстрат SNAP-25: 25 

молекули полінуклеотида ORL1 SEQ ID NO: 61 або SEQ ID NO: 62; молекули полінуклеотида 
DOR SEQ ID NO: 63 або SEQ ID NO: 64; молекули полінуклеотида KOR SEQ ID NO: 65 або SEQ 
ID NO: 66; і молекули полінуклеотида MOR SEQ ID NO: 67; молекули полінуклеотида рецептора 
галаніну 1 SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 142 або SEQ ID NO: 143, молекули полінуклеотида 
рецептора галаніну 2 SEQ ID NO: 144 або молекули полінуклеотида рецептора галаніну 3 SEQ 30 

ID NO: 145, або молекули полінуклеотида SNAP-25 SEQ ID NO: 68 або SEQ ID NO: 69. 
[0151]  Хімічно опосередковувані способи доставки добре відомі фахівцям у даній галузі 

техніки й описані, наприклад, в Martin Jordan & Florian Worm, Transfection of Adherent and 
Suspended Cells by Calcium Phosphate, 33(2) Methods 136-143 (2004); Chun Zhang et al., 
Polyethylenimine Strategies for Plasmid Delivery to Brain-Derived Cells, 33(2) Methods 144-150 35 

(2004), кожна з яких включена в дану заявку за допомогою посилання. Такі хімічно 
опосередковувані способи доставки можна виконати за допомогою стандартних процедур, які 
доступні комерційно, див., наприклад, Набір для Трансфікції CellPhect (Amersham Biosciences, 
Піскетеуей, Нью-Джерсі); Набір для Трансфікції клітин Ссавців, Фосфат кальцію й декстран 
ДЕАЕ (Stratagene, Inc., Ла-Хойя, Каліфорнія); Реактив для Трансфікції Lipofectamine™ 40 

(Invitrogen, Inc., Карлсбад, Каліфорнія); Набір для Трансфікції ExGen 500 (Fermentas, Inc., 
Ганновер, Меріленд), Набори для Трансфікції SuperFect й Effectene (Qiagen, Inc., Валенсія, 
Каліфорнія). 

[0152] Фізично опосередковувані способи доставки добре відомі фахівцям у даній галузі 
техніки й описані, наприклад, в Jeike E. Biewenga et al., Plasmid-Mediated Gene Transfer in 45 

Neurons using the Biolistics Technique, 71(1) J. Neurosci. Methods. 67-75 (1997); John O'Brien & 
Sarah C. R. Lummis, Biolistic and Diolistic Transfection: Using the Gene Gun to Deliver DNA and 
Lipophilic Dyes into Mammalian Cells, 33(2) Methods 121-125 (2004); M. Golzio et al., In Vitro and In 
Vivo Electric Field-Mediated Permeabilization, Gene Transfer, and Expression, 33(2) Methods 126-
135 (2004); і Oliver Greschet al., New Non-Viral Method for Gene Transfer into Primary Cells, 33(2) 50 

Methods 151-163 (2004), кожна з яких включена в дану заявку за допомогою посилання. 
[0153]  Опосередковувані вірусом способи доставки добре відомі фахівцям у даній галузі 

техніки й описані наприклад, в Chooi M. Lai et al., Adenovirus and Adeno-Associated Virus Vectors, 
21(12) DNA Cell Biol. 895-913 (2002); Ilya Frolov et al., Alphavirus-Based Expression Vectors: 
Strategies and Applications, 93(21) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 11371-11377 (1996); Roland 55 

Wolkowicz et al., Lentiviral Vectors for the Delivery of DNA into Mammalian Cells, 246 Methods Mol. 
Biol. 391-411 (2004); A. Huser & C. Hofmann, Baculovirus Vectors: Novel Mammalian Cell Gene-
Delivery Vehicles and Their Applications, 3(1) Am. J. Pharmacogenomics 53-63 (2003); Tiziana Tonini 
et al., Transient Production of Retroviral-and Lentiviral-Based Vectors for the Transduction of 
Mammalian Cells, 285 Methods Mol. Biol. 141-148 (2004); Manfred Gossen & Hermann Bujard, Tight 60 
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Control of Gene Expression in Eukaryotic Cells by Tetracycline-Responsive Promoters, патент США 
№ 5464758; Hermann Bujard & Manfred Gossen, Methods for Regulating Gene Expression, патент 
США № 5814618; David S. Hogness, Polynucleotides Encoding Insect Steroid Hormone Receptor 
Polypeptides and Cells Transformed With Same, патент США № 5514578; David S. Hogness, 
Polynucleotide Encoding Insect Ecdysone Receptor, патент США № 6245531; Elisabetta Vegeto et 5 

al., Progesterone Receptor Having C. Terminal Hormone Binding Domain Truncations, патент США 
№ 5364791; Elisabetta Vegeto et al., Mutated Steroid Hormone Receptors, Methods for Their Use 
and Molecular Switch for Gene Therapy, патент США № 5874534, вміст кожного з яких включено в 
дану заявку за допомогою посилання. Такі опосередковувані вірусом способи доставки можна 
здійснити за допомогою стандартних процедур, які доступні комерційно, див., наприклад, 10 

Аденовірусна Експресійна Система ViraPower™ (Invitrogen, Inc., Карлсбад, Каліфорнія) і 
Посібник з Експлуатації Аденовірусної Експресійної Системи ViraPower™ 25-0543 версія A, 
Invitrogen, Inc., (Jul. 15, 2002); Аденовірусна Експресійна Система AdEasy™ (Stratagene, Inc., Ла-
Хойя, Каліфорнія) і Посібник з Експлуатації Аденовірусної Експресійної Системи AdEasy™ 
064004f, Stratagene, Inc. Крім того, такі вірусні системи доставки можна приготувати за 15 

допомогою стандартних процедур, які доступні комерційно, див., наприклад, Системи із 
забезпеченням експресії Генів BD™ Tet-Off й Tet-On (BD Biosciences-Clonetech, Пало-Альто, 
Каліфорнія) і Керівництво Користувача до Системи із забезпеченням експресії Генів BD™ Tet-
Off й Tet-On, PT3001-1, BD Biosciences Clonetech, (14 березня 2003 р.), Система GeneSwitch™ 
(Invitrogen, Inc., Карлсбад, Каліфорнія) і Регульована Міфепристоном Експресійна Система 20 

GeneSwitch™ для Клітин Ссавців, версія D, 25-0313, Invitrogen, Inc., (4 листопада 2002 р.); 
Лентивірусна Експресійна Система ViraPower™ (Invitrogen, Inc., Карлсбад, Каліфорнія) і 
Посібник з Експлуатації Лентивірусної Експресійної Системи ViraPower™ 25-0501, версія E, 
Invitrogen, Inc., (8 грудня 2003 р.); і Ретровірусна Індуцибельна Система Експресії для клітин 
Ссавців Complete Control® (Stratagene, Ла-Хойя, Каліфорнія) і Посібник з Експлуатації до 25 

Ретровірусної Індуцибельної Системи Експресії для клітин Ссавців Complete Control®, 064005e. 
[0154] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 

лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, тимчасово містять 
полінуклеотидну молекулу, що кодує компонент, необхідний для функціонування всього 
клітинного механізму, за допомогою якого ендопептидази зі зміненою націленістю 30 

протеолітично розщеплюють субстрат SNAP-25. Відповідно до іншого варіанта реалізації, 
клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, тимчасово містять полінуклеотидну молекулу, що кодує ряд компонентів, 
необхідних для функціонування всього клітинного механізму, за допомогою якого 
ендопептидази зі зміненою націленістю протеолітично розщеплюють субстрат SNAP-25. 35 

Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої 
до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, тимчасово містять полінуклеотидну 
молекулу, що кодує ORL1, DOR, KOR, MOR або SNAP-25. Відповідно до аспектів даного 
варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю, тимчасово містять полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 61 або SEQ ID 40 

NO: 62, що кодує ORL1. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
тимчасово містять полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 63 або SEQ ID NO: 64, що кодує DOR. 
Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, 
чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, тимчасово містять 45 

полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 65 або SEQ ID NO: 66, що кодує KOR. Відповідно до 
інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої до 
активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, тимчасово містять полінуклеотидну молекулу 
SEQ ID NO: 67, що кодує MOR. 

[0155] Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 50 

лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, тимчасово містять 
полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 142 або SEQ ID NO: 143, що кодує 
рецептор галаніну 1. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
тимчасово містять полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 144, що кодує рецептор галаніну 2. 55 

Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, 
чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, тимчасово містять 
полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 145, що кодує рецептор галаніну 3. Відповідно до 
подальших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої до 
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активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, тимчасово містять полінуклеотидну молекулу 
SEQ ID NO: 68 або SEQ ID NO: 69, що кодує SNAP-25. 

[0156] Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої 
до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять полінуклеотидну 
молекулу, що кодує компонент, необхідний для функціонування всього клітинного механізму, за 5 

допомогою якого ендопептидази зі зміненою націленістю протеолітично розщеплюють субстрат 
SNAP-25. Відповідно до іншого варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої 
до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять полінуклеотидну 
молекулу, що кодує ряд компонентів, необхідних для функціонування всього клітинного 
механізму, за допомогою якого ендопептидази зі зміненою націленістю протеолітично 10 

розщеплюють субстрат SNAP-25. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
стабільно містять полінуклеотидну молекулу, що кодує ORL1, DOR, KOR, MOR або SNAP-25. 
Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої 
до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять полінуклеотидну 15 

молекулу SEQ ID NO: 61 або SEQ ID NO: 62, що кодує ORL1. Відповідно до інших аспектів 
даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої до активності 
ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 
63 або SEQ ID NO: 64, що кодує DOR. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, 
клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою 20 

націленістю, стабільно містять полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 65 або SEQ ID NO: 66, що 
кодує KOR. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної 
клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять 
полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 67, що кодує MOR. 

[0157] Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної 25 

лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять 
полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 142 або SEQ ID NO: 143, що кодує 
рецептор галаніну 1. Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі 
стабільної клітинної лінії, чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
стабільно містять полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 144, що кодує рецептор галаніну 2. 30 

Відповідно до інших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, 
чутливої до активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять 
полінуклеотидну молекулу SEQ ID NO: 145, що кодує рецептор галаніну 3. Відповідно до 
подальших аспектів даного варіанта реалізації, клітини зі стабільної клітинної лінії, чутливої до 
активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, стабільно містять полінуклеотидну молекулу 35 

SEQ ID NO: 68 або SEQ ID NO: 69, що кодує SNAP-25. 
[0158] Як відзначалося вище, екзогенний компонент, необхідний для функціонування 

повного клітинного механізму, за допомогою якого ендопептидаза зі зміненою націленістю 
протеолітично розщеплює субстрати SNAP-25, наприклад, такі як SNAP-25, ORL1, DOR, KOR, 
MOR, рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 або рецептор галаніну 3, описані в даній заявці, 40 

може бути введений у клітину. Можна використовувати будь-який або всі способи, 
використовувані для введення такого екзогенного компонента за допомогою засобу доставки в 
клітинні популяції, за умови, що даний спосіб тимчасово вводить екзогенний компонент, 
описаний у даній заявці щонайменше в 50 % клітин даної клітинної популяції. Таким чином 
аспекти цього варіанта реалізації можуть включати популяції клітин, у яких, наприклад, 45 

щонайменше 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, або 90 % даної популяції клітин тимчасово містять 
екзогенний компонент, необхідний для функціонування повного клітинного механізму, за 
допомогою якого ендопептидаза зі зміненою націленістю протеолітично розщеплює субстрати 
SNAP-25, такі як, наприклад, SNAP-25, ORL1, DOR, KOR, MOR, рецептор галаніну 1, рецептор 
галаніну 2 або рецептор галаніну 3, описані в даному описі. У даній заявці, термін "засіб 50 

доставки" відноситься до будь-якої молекули, яка дозволяє або збільшує поглинання клітиною 
ковалентно зв'язаного, не ковалентного зв'язаного, або іншим способом асоційованого із цією 
молекулою поліпептиду. Таким чином термін "засіб доставки" охоплює, без обмеження, білки, 
пептиди, пептидоміметики, маленькі молекули, молекули полінуклеотидів, ліпосоми, ліпіди, 
віруси, ретровіруси й клітини, які, без обмежень, транспортують ковалентно або не ковалентно 55 

зв'язані молекули до клітинної мембрани, цитоплазми клітини або до ядра. Далі припускається, 
що термін "засіб доставки" охоплює молекули, які поглинаються клітиною згідно будь-якого 
механізму, включаючи засоби доставки, які функціонують через ендоцитоз, опосередковуваний 
рецептором, і які незалежні від ендоцитозу, опосередковуваного рецептором. 
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[0159] Засіб доставки може також бути препаратом, що забезпечує або збільшує поглинання 
клітиною ковалентно зв'язаного компонента, такого як SNAP-25, ORL1, DOR, KOR, MOR, 
рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 або рецептор галаніну 3, наприклад, за рахунок 
хімічного ковалентного зв'язування або створених генетично гібридних білків. Способи, у яких 
засоби доставки ковалентно зв'язуються й способи використання таких засобів описані, 5 

наприклад, в Steven F. Dowdy, Protein Transduction System and Methods of Use Thereof, 
міжнародна публікація WO 00/34308; Gérard Chassaing & Alain Prochiantz, Peptides which can be 
Used as Vectors for the Intracellular Addressing of Active Molecules, патент США № 6080724; Alan 
Frankel et al., Fusion Protein Comprising TAT-derived Transport Moiert, патент США № 5674980; 
Alan Frankel et al., TAT-derived Transport Polypeptide Conjugates, патент США № 5747641; Alan 10 

Frankel et al., TAT-derived Transport Polypeptides and Fusion Proteins, патент США № 5804604; 
Peter F. J. O'Hare et al., Use of Transport Proteins, патент США № 6734167; Yao-Zhong Lin & Jack 
J. Hawiger, Method for Importing Biologically Active Molecules into Cells, патент США № 5807746; 
Yao-Zhong Lin & Jack J. Hawiger, Method for Importing Biologically Active Molecules into Cells, 
патент США № 6043339; Yao-Zhong Lin et al., Sequence and Method for Genetic Engineering of 15 

Proteins with Cell Membrane Translocating Activity, патент США № 6248558; Yao-Zhong Lin et al., 
Sequence and Method for Genetic Engineering of Proteins with Cell Membrane Translocating Activity, 
патент США № 6432680; Jack J. Hawiger et al., Method for Importing Biologically Active Molecules 
into Cells, патент США № 6495518; Yao-Zhong Lin et al., Sequence and Method for Genetic 
Engineering of Proteins with Cell Membrane Translocating Activity, патент США № 6780843; 20 

Jonathan B. Rothbard & Paul A Wender, Method and Composition for Enhancing Transport Across 
Biological Membranes, патент США № 6306993; Jonathan B. Rothbard & Paul A Wender, Method 
and Composition for Enhancing Transport Across Biological Membranes, патент США № 6495663; 
and Pamela B. Davis et al., Fusion Proteins for Protein Delivery, патент США № 6287817, вміст 
кожного з яких включено в дану заявку за допомогою посилання. 25 

[0160]  Засіб доставки може також являти собою засіб, що забезпечує або збільшує 
поглинання клітиною нековалентно зв'язаного компонента, такого як SNAP-25, ORL1, DOR, 
KOR, MOR, рецептор галаніну 1, рецептор галаніну 2 або рецептор галаніну 3. Засоби, які 
працюють під час відсутності ковалентного зв'язку, і способи використання таких засобів, 
описані, наприклад, в Gilles Divita et al, Peptide-Mediated Transfection Agents and Methods of Use, 30 

патент США № 6,841,535; Philip L Felgner and Olivier Zelphati, Intracellular Protein Delivery 
Compositions and Methods of Use, публікація патенту США № 2003/0008813; і Michael Karas, 
Intracellular Delivery of Small Molecules, Proteins and Nucleic Acids, публікація заявки на патент 
США № 2004/0209797, вміст кожного з яких включено в дану заявку за допомогою посилання. 
Такі засоби доставки пептидів можна приготувати й використовувати згідно стандартних 35 

процедур, які доступні комерційно, див., наприклад, Реактив CHARIOT™ (Active Motif, Карлсбад, 
Каліфорнія); Реактив BIO-PORTER® (Gene Therapy Systems, Inc., Сан Дієго, Каліфорнія), 
Реактив для Доставки Білка BIO TREK™(Stratagene, Ла-Хойя, Каліфорнія), і Реактив для 
Білкової Трансфікції PRO-JECT™ (Pierce Biotechnology Inc., Рокфорд, Іллінойс). 

[0161] Частина аспектів даної заявки включає зразок, що містить ендопептидази зі зміненою 40 

націленістю. У даній заявці термін "зразок, що містить ендопептидази зі зміненою націленістю" 
відноситься до будь-якого біологічного матеріалу, що містить або потенційно містить активні 
ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до способу, описаного в даній заявці, можна 
тестувати різні зразки, включаючи, без обмеження, очищені, частково очищені або неочищені 
ендопептидази зі зміненою націленістю; рекомбінантні ендопептидази зі зміненою націленістю, 45 

що містять один або два ланцюги, із природною послідовністю або послідовністю, що не 
зустрічається в природі; рекомбінантні ендопептидази зі зміненою націленістю, які мають 
модифіковану протеазну націленість; рекомбінантні ендопептидази зі зміненою націленістю, що 
мають змінену клітинну націленість; масові зразки ендопептидаз зі зміненою націленістю; 
склади на основі ендопептидаз зі зміненою націленістю; і клітини або неопрацьовані, 50 

фракціоновані або частково очищені клітинні лізати, джерелами яких є, наприклад, бактерії, 
дріжджі, комахи або ссавці; кров, плазма або сироватка; сирі, частково приготовані, приготовані 
або оброблені харчові продукти; напої; корми для тварин; зразки ґрунту; зразки води; ставкові 
донні відкладення; лосьйони; косметика; і клінічні препарати. Варто розуміти, що термін "зразок" 
включає зразки тканин, включаючи, без обмеження, зразки тканин ссавців, зразки тканин 55 

домашньої худоби, такі як зразки тканин овець, корів і свиней; зразки тканин приматів; і зразки 
тканин людини. Такі зразки включають, без обмеження, шлунково-кишкові зразки, такі як 
шлунково-кишкові зразки, взяті у дітей, і зразки тканин, одержані з рани. Як необмежуючі 
приклади, спосіб детектування пікомолярних кількостей активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю може бути придатний для визначення присутності або активності ендопептидаз зі 60 
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зміненою націленістю в зразках харчових продуктів або напоїв; для аналізу зразків, взятих у 
людини або тварин, наприклад, що контактували з ендопептидазами зі зміненою націленістю 
або що демонструють один або декілька симптомів ботулізму; для контролю за активністю при 
виробництві й очищенні масових зразків ендопептидаз зі зміненою націленістю; для аналізу 
складу на основі ендопептидаз с зміненою націленістю, що використовується для 5 

фармакологічних або косметичних цілей; або для аналізу сироватки крові суб'єкта на 
присутність або відсутність нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою 
націленістю. 

[0162] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, зразком, що містить 
ендопептидази зі зміненою націленістю, є зразок, що містить будь-які кількості ендопептидаз зі 10 

зміненою націленістю. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, зразок, що містить 
ендопептидази зі зміненою націленістю, містить приблизно 100 нг або менше, приблизно 10 нг 
або менше, приблизно 1 нг або менше, приблизно 100 пг або менше, приблизно 10 пг або 
менше або приблизно 1 пг або менше ендопептидаз зі зміненою націленістю. Відповідно до 
інших аспектів даного варіанта реалізації, зразок, що містить ендопептидази зі зміненою 15 

націленістю, містить приблизно 1 мкМ або менше, приблизно 100 нМ або менше, приблизно 10 
нМ або менше, приблизно 1 нМ або менше, приблизно 100 нМ або менше, приблизно 10 нМ або 
менше, приблизно 1 нМ або менше ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

[0163] Частина аспектів даної заявки включає виділення з обробленої клітини компонента 
SNAP-25, що містить SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 20 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. У даній заявці термін "компонент SNAP-25, 
що містить SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного 
зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A" відноситься до клітинного компонента, що містить продукт 
розщеплення SNAP-25. Припускається, що придатним є будь-який спосіб, що підходить для 
збагачення або виділення компонента SNAP-25, включаючи, без обмеження, протоколи для 25 

лізування клітин, протоколи для очищення на спін-колонках, імунопреципітацію, афінне 
очищення й хроматографію білків. 

[0164] Частина аспектів даної заявки включає анти-SNAP-25 антитіла, іммобілізовані на 
твердофазній підкладці. У даній заявці термін "твердофазна підкладка" є синонімом терміна 
"тверда фаза" і відноситься до будь-якої матриці, яку можна використовувати для іммобілізації 30 

анти-SNAP-25 антитіл, описаних у даній заявці. Необмежуючі приклади твердофазних підкладок 
включають, наприклад, пробірку; чашку; колонку; палички або "тест-смужки"; магнітні частки, 
кульки або інше хроматографічне середовище сферичної або нитчастої форми, таке як, 
наприклад, агароза, сефароза, силікагель або пластик; і листи або мембрани, такі як, 
наприклад, нітроцелюлоза або полівініліденфторид (ПВДФ). Твердофазну підкладку можна 35 

сконструювати з використанням різноманітних матеріалів, таких як, наприклад, скло, вуглець, 
полістирол, полівінілхлорид, поліпропілен, поліетилен, декстран, нейлон, діазоцелюлоза або 
крохмаль. Обрана твердофазна підкладка може мати фізичні властивості, які дозволяють легко 
відокремлювати її від розчинного або незв'язаного матеріалу й у цілому дозволяють 
відокремлювати або іншим способом видаляти (наприклад, за допомогою відмивання, 40 

фільтрації, центрифугування й т.д.) незв'язані матеріали, такі як, наприклад, надлишкові 
реактиви, побічні продукти реакції або розчинники, від компонента тесту, пов'язаного із 
твердофазною підкладкою. Необмежуючі приклади виготовлення й використання твердофазних 
підкладок описані, наприклад, в Molecular Cloning, A Laboratory Manual, див. вище, (2001); і 
Current Protocols in Molecular Biology, див. вище, (2004), кожен з яких включений у дану заявку 45 

за допомогою посилання. 
[0165] Частина аспектів даної заявки включає детектування присутності комплексу антитіло-

антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з епітопом SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, і продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 50 

P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Припускається, що для здійснення на 
практиці аспектів описаного імунологічного способу можна використовувати будь-яку систему 
детектування за умови, що співвідношення сигналу до шуму дозволяє в статистично значимому 
ступені відрізнити сигнал комплексу антитіло-антиген від фонового сигналу. Необмежуючі 
приклади імунологічних систем детектування включають імуноблот-аналіз, такий як Вестерн-55 

блотінг і дот-блотінг, аналіз за допомогою імунопреципітації, твердофазний імуноферментний 
аналіз (твердофазний ІФА) і "сендвіч”-метод твердофазного ІФА. Детектування сигналу можна 
досягти за допомогою використання авторадіографії з одержанням зображення або 
формуванням зображення на люмінесцентному фосфорному покритті (AU), 
хемілюмінесценції(CL), електрохемілюмінесценції (ECL), біолюмінесценції (BL), флюоресценції, 60 
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резонансного перенесення енергії, лінійної поляризації, колориметричних методів або проточної 
цитометрії (FC). Описи імунологічних систем детектування наведені, наприклад, в Michael 
M.Rauhut, Chemiluminescence, In Kirk-Othmer Concise Encyclopedia of Chemical Technology (Ed. 
Grayson, 3rd ed, John Wiley and Sons, 1985); A. W. Knight, A Review of Recent Trends in Analytical 
Applications of Electrogenerated Chemiluminescence, Trends Anal. Chem. 18(1): 47-62 (1999); K. A. 5 

Fahnrich, et al., Recent Applications of Electrogenerated Chemiluminescence in Chemical Analysis, 
Talanta 54(4): 531-559 (2001); Commonly Used Techniques in Molecular Cloning, pp. A8.1-A8-55 
(Sambrook & Russell, eds., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Vol. 3, 3rd ed. 2001); Detection 
Systems, pp. A9.1-A9-49 (Sambrook & Russell, eds., Molecular Cloning A Laboratory Manual, Vol. 3, 
3rd ed. 2001); Electrogenerated Chemiluminescence, (Ed. Allen J. Bard, Marcel Dekker, Inc., 2004), 10 

кожен з яких повністю включений у дану заявку за допомогою посилання. 
[0166] "Сендвіч”-метод твердофазного ІФА (або "сендвіч”-метод імунологічного аналізу) 

являє собою метод, оснований на двох антитілах, які зв'язуються з різними епітопами на 
антигені. Іммобілізоване, що має високу специфічність зв'язування стосовно антигену, що 
цікавить, пов'язане із твердою поверхнею. Потім додають антиген, після чого додають друге 15 

антитіло, назване детектуючим антитілом. Детектуюче антитіло зв'язується з епітопом антигену, 
відмінним від епітопа, з яким зв'язується іммобілізоване антитіло. Таким чином, антиген і два 
антитіла, між якими він знаходиться, являють собою "сендвіч". Афінність зв'язування антитіл з 
антигеном зазвичай є головним чинником, який визначає чутливість імунологічного аналізу. Зі 
збільшенням концентрації антигену збільшується й кількість детектуючих антитіл, що 20 

призводить до збільшення вимірюваної відповіді. Для кількісного визначення ступеню 
зв'язування можна використовувати різні репортерні системи, такі як, наприклад, фермент, 
зв'язаний із вторинними антитілами, і субстрат-репортер, де ферментативна реакція формує 
показання детектованого сигналу. Вироблений сигнал є пропорційним кількості антигену-мішені, 
який присутній у зразку. Субстрат-репортер, що використовується для вимірювання подій 25 

зв'язування, визначає спосіб детектування. Спектрофотометричний сканер планшетів 
використовується для колориметричного детектування. Були розроблені хемілюмінесцентні й 
електрохемілюмінесцентні субстрати, які забезпечують подальше посилення сигналу, і 
одержання зображення від таких субстратів можна проводити на люмінесцентному сканері. 
Репортер також може бути пристосований для флуоресцентного сканера таким чином, що 30 

ферментативний етап тесту замінений флуорофором, і вимірювання сигналу можна проводити, 
використовуючи флуоресцентний сканер. Реагенти й протоколи, необхідні для проведення 
"сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою хемілюмінесценцією, комерційно доступні, 
включаючи, без винятку, платформу MSD для електрохемілюмінесцентного "сендвіч”-методу 
твердофазного ІФА (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, Меріленд). 35 

[0167] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, детектування присутності 
комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіла, які вибірково зв'язуються з 
епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку 
у сайті розщеплення BoNT/A, і продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, можна проводити 40 

шляхом аналізу з використанням імуно-блотінга, аналізу з використанням імунопреципітації, 
твердофазного ІФА або "сендвіч”-методу твердофазного ІФА. Відповідно до аспектів даного 
варіанта реалізації, детектування проводять за допомогою аналізів AU, CL, ECL або BL з 
використанням імуно-блотінга, аналізів AU, CL, ECL, BL або FC з використанням 
імунопреципітації, аналізів AU, CL, ECL, BL або FC з використанням твердофазного ІФА або 45 

аналізів AU, CL, ECL, BL або FC з використанням "сендвіч”-методу твердофазного ІФА. 
[0168] Аспекти даного опису можна здійснювати в одноканальному або багатоканальному 

режимі. Імунологічний спосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
здійснюваний в одноканальному режимі, детектує лише присутність комплексу антитіло-
антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіла й продукт розщеплення SNAP-25, на 50 

карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A. Імунологічний спосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, 
здійснюваний у багатоканальному режимі, одночасно детектує присутність двох або більше 
комплексів антитіло-антиген; один із яких являє собою комплекс антитіло-антиген, що включає 
анти-SNAP-25 антитіла й продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 55 

знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; а інший(і) з яких 
являє собою комплекс антитіло-антиген, що містить другий, третій, четвертий і т. д. білок, 
відмінний від вищезгаданого. Другий білок може використовуватися, наприклад, як внутрішній 
контроль для мінімізації мінливості між пробами шляхом нормування детектованої кількості 
комплексу антитіло/антиген α-SNAP-25/SNAP-25 відносно кількості комплексу антитіло/антиген, 60 
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детектованого для другого білка. У зв'язку із цим, як другий білок зазвичай використовують 
білок, конститутивно експресований у клітині, такий як білок домашнього господарства. 
Необмежуючі приклади підходящого другого білка включають, наприклад, гліцеральдегід–3–
фосфатдегідрогеназу (GAPDH), синтаксин, цитокіни. Способи проведення імунологічних тестів у 
багатоканальному режимі описані, наприклад, в U. B. Nielsen and B. H. Geierstanger, Multiplexed 5 

Sandwich Assays in Microarray Format, J. Immunol. Methods. 290(1-2): 107-120 2004); R. Barry and 
M, Soloviev, Quantitative Protein Profiling using Antibody Arrays, Proteomics, 4(12): 3717-3726 
(2004); M. M. Ling et al., Multiplexing Molecular Diagnostics and Immunoassays using Emerging 
Microarray Technologies, Expert Rev Mol Diagn. 7(1): 87-98 (2007); S. X. Leng et al., ELISA and 
Multiplex Technologies for Cytokine Measurement in Inflammation and Aging Research, J Gerontol A 10 

Biol Sci Med Sci. 63(8): 879-884 (2008), кожен з яких повністю включений у дану заявку за 
допомогою посилання. 

[0169] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, імунологічний спосіб 
детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю проводиться в одноканальному 
режимі шляхом детектування присутності лише комплексу антитіло-антиген, який включає анти-15 

SNAP-25 антитіла й продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A. Відповідно до іншого варіанта 
реалізації, імунологічний спосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю 
проводиться в багатоканальному режимі шляхом одночасного детектування присутності 
комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіла й продукт розщеплення SNAP-20 

25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, і щонайменше ще одного комплексу антитіло-антиген, що містить білок, 
відмінний від SNAP-25, такий як, наприклад, GAPDH або синтаксин. 

[0170] Відповідно до частини аспектів даної заявки запропонований спосіб визначення 
імунної резистентності відносно ендопептидази зі зміненою націленістю. У даній заявці термін 25 

"імунна резистентність відносно ендопептидази зі зміненою націленістю" означає ссавця, який 
не демонструє повну відповідь на терапію за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю 
або демонструє знижений позитивний ефект від терапії за допомогою ендопептидази зі 
зміненою націленістю, оскільки імунна відповідь даної тварини, прямо або побічно, знижує 
ефективність такої терапії. Як необмежуючий приклад зниженої ефективності можна навести 30 

присутність у ссавця щонайменше одного виду нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі 
зміненою націленістю, які зв'язуються з ендопептидазою зі зміненою націленістю таким чином, 
що специфічність або активність цієї ендопептидази зі зміненою націленістю знижується або 
попереджується. У даній заявці термін "терапія за допомогою ендопептидази зі зміненою 
націленістю" означає лікування, допомогу, виліковування, видужання, реабілітацію або будь-які 35 

інші міри протидії чому-небудь небажаному у ссавців, які потребують нейромодуляції з 
використанням ендопептидази зі зміненою націленістю, або введення ссавцеві однієї або 
декількох контрольованих доз лікарського засобу, препарату або суміші ендопептидази зі 
зміненою націленістю, що має лікарський, терапевтичний, лікувальний, косметичний, такий, що 
виліковує або інший корисний ефект. Терапія за допомогою ендопептидази зі зміненою 40 

націленістю включає, без обмеження, використання будь-якого її природного або 
модифікованого фрагмента, у будь-якому складі, у комбінації з будь-яким носієм або активним 
інгредієнтом і введення будь-яким шляхом. 

[0171] Відповідно до частини аспектів даної заявки запропонований тестувальний зразок, 
одержаний з організму ссавця, тестованого на наявність або відсутність нейтралізуючих антитіл 45 

проти ендопептидази зі зміненою націленістю. У даній заявці термін "тестувальний зразок" 
відноситься до будь-якого біологічного матеріалу, що містить або потенційно містить 
щонайменше одне антитіло проти ендопептидази зі зміненою націленістю. Антитіло проти 
ендопептидази зі зміненою націленістю може бути нейтралізуючим антитілом проти 
ендопептидази зі зміненою націленістю або не нейтралізуючим антитілом проти ендопептидази 50 

зі зміненою націленістю. У даній заявці термін "нейтралізуючі антитіла проти ендопептидази зі 
зміненою націленістю" означає будь-яке антитіло проти ендопептидази зі зміненою націленістю, 
яке при фізіологічних умовах зв'язується з ділянкою ендопептидази зі зміненою націленістю 
таким чином, що знижує або запобігає ефекту ендопептидази зі зміненою націленістю в терапії 
за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю. У даній заявці термін "не нейтралізуючі 55 

антитіла проти ендопептидази зі зміненою націленістю" означає будь-яке антитіло проти 
ендопептидази зі зміненою націленістю, яке при фізіологічних умовах зв'язується з ділянкою 
ендопептидази зі зміненою націленістю, але не запобігає ефекту ендопептидази зі зміненою 
націленістю в терапії за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю. Припускається, що 
всі без винятку зразки, які можуть містити антитіла проти ендопептидази зі зміненою 60 
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націленістю, можна використовувати в даному способі, включаючи, без обмеження, кров, 
плазму, сироватку й лімфатичну рідину. Крім того, всі без винятку організми, здатні виробляти 
антитіла проти ендопептидази зі зміненою націленістю, можуть служити джерелами зразків, 
включаючи, але не обмежуючись перерахованими: птахи та ссавці, включаючи мишей, пацюків, 
кіз, овець, коней, ослів, корів, приматів і людину. Необмежуючі приклади конкретних протоколів 5 

для збирання крові й приготування сироватки описані, наприклад, в Marjorie Schaub Di Lorenzo 
& Susan King Strasinger, Blood Collection in Healthcare (F.A. Davis Company, 2001); і Diana Garza 
& Kathleen Becan-McBride, Phlebotomy Handbook: Blood Collection Essentials (Prentice Hall, 6th 
ed., 2002). Ці протоколи являють собою звичайні процедури, добре відомі фахівцям у даній 
галузі техніки й з відповідних програм навчання. Тестувальний зразок можна одержати з 10 

організму до контакту з ендопептидазами зі зміненою націленістю, після однократної обробки 
ендопептидазами зі зміненою націленістю, після багаторазових обробок ендопептидазами зі 
зміненою націленістю, перед настанням резистентності до терапії за допомогою ендопептидаз 
зі зміненою націленістю або після настання резистентності до терапії з використанням 
ендопептидаз зі зміненою націленістю. 15 

[0172] Відповідно до частини аспектів даної заявки запропонований контрольний зразок. У 
даній заявці термін "контрольний зразок" означає будь-який зразок, для якого відома 
присутність або відсутність тестувального зразка, і включає зразки як негативного, так і 
позитивного контролю. Відносно нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою 
націленістю, зразок негативного контролю можна одержати від суб'єкта, який ніколи не 20 

контактував з ендопептидазою зі зміненою націленістю, і він може включати, без обмеження, 
зразок від того ж суб'єкта, у якого беруть тестувальний зразок, до проведення терапії за 
допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю; зразок, взятий від іншого суб'єкта, який 
ніколи не контактував з ендопептидазою зі зміненою націленістю; об'єднаний зразок, взятий від 
декількох різних суб'єктів, які ніколи не контактували з BoNT/A. Відносно нейтралізуючих антитіл 25 

проти ендопептидази зі зміненою націленістю, зразок позитивного контролю можна одержати 
від суб'єкта, який демонструє імунну резистентність до ендопептидази зі зміненою націленістю, і 
він включає, без обмеження, суб'єкта, який демонструє позитивний результат у тесті для 
пацієнтів; суб'єкта, який демонструє позитивний результат у біотесті in vivo; і суб'єкта, який 
демонструє підвищений імунітет, наприклад, суб'єкта, вакцинованого ендопептидазою зі 30 

зміненою націленістю. 
[0173] Окрім того, припускається, що антитіла проти ендопептидази зі зміненою націленістю 

можна очистити зі зразка. Антитіла проти ендопептидази зі зміненою націленістю можна 
очистити зі зразка, використовуючи велику кількість процедур, включаючи, без обмеження, 
хроматографію з білком A/G й афінну хроматографію. Необмежуючі приклади конкретних 35 

протоколів для очищення антитіл зі зразка описані, наприклад, в Antibodies: A Laboratory Manual 
(Edward Harlow & David Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2

nd
 ed. 1998); Using 

Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol No. I (Edward Harlow & David Lane, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 1998); і Molecular Cloning, A Laboratory Manual, див. вище, (2001), які 
включені в дану заявку за допомогою посилання. Крім того, приклади, що не обмежують 40 

способів очищення антитіл, як і детально охарактеризованих реагентів, умов і протоколів, 
можна легко одержати від комерційних постачальників, які включають, без обмеження, Pierce 
Biotechnology, Inc., Рокфорд, Іллінойс; і Zymed Laboratories, Inc., Південний Сан-Франциско, 
Каліфорнія. Ці протоколи й стандартні процедури добре відомі фахівцям у даній галузі техніки. 

[0174] Таким чином, відповідно до одного варіанта реалізації, зразок включає кров. 45 

Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, зразок включає кров мишей, кров 
пацюків, кров кіз, кров овець, кров коней, кров ослів, кров корів, кров приматів або людську кров. 
Відповідно до іншого варіанта реалізації, зразок включає плазму. Відповідно до одного аспекту 
даного варіанта реалізації, тестувальний зразок включає плазму мишей, плазму пацюків, 
плазму кіз, плазму овець, плазму коней, плазму ослів, плазму корів, плазму приматів або 50 

людську плазму. Відповідно до іншого варіанта реалізації, зразок включає сироватку. Відповідно 
до одного аспекту даного варіанта реалізації, зразок включає сироватку мишей, сироватку 
пацюків, сироватку кіз, сироватку овець, сироватку коней, сироватку ослів, сироватку корів, 
сироватку приматів і людську сироватку. Відповідно до іншого варіанта реалізації, зразок 
включає лімфатичну рідину. Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, зразок 55 

включає лімфатичну рідину мишей, лімфатичну рідину пацюків, лімфатичну рідину кіз, 
лімфатичну рідину овець, лімфатичну рідину коней, лімфатичну рідину ослів, лімфатичну рідину 
корів, лімфатичну рідину приматів або лімфатичну рідину людини. Згідно ще одного варіанту 
реалізації, зразок являє собою тестувальний зразок. Згідно ще одного варіанту реалізації, 
зразок являє собою контрольний зразок. Відповідно до аспектів даного варіанта реалізації, 60 
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контрольний зразок являє собою зразок негативного контролю або зразок позитивного 
контролю. 

[0175] Відповідно до частини аспектів даної заявки запропоноване порівняння кількості 
SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, детектованого на етапі (г), з кількістю SNAP-25, на карбоксильному кінці 5 

якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, що 
детектований на етапі (д). Відповідно до одного варіанта реалізації, кількість продукту 
розщеплення SNAP-25 у тестувальному зразку більше, ніж кількість продукту розщеплення 
SNAP-25 у контрольному зразку. Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, 
більша кількість продукту розщеплення SNAP-25 у тестувальному зразку в порівнянні зі зразком 10 

позитивного контролю свідчить про зниження або відсутність у ссавця імунної резистентності 
відносно ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до іншого аспекту даного варіанта 
реалізації, рівна кількість продукту розщеплення SNAP-25 у тестувальному зразку в порівнянні 
зі зразком негативного контролю свідчить про зниження або відсутність у ссавця імунної 
резистентності відносно ендопептидази зі зміненою націленістю. Відповідно до іншого варіанта 15 

реалізації, кількість продукту розщеплення SNAP-25 у тестувальному зразку менше, ніж 
кількість продукту розщеплення SNAP-25 у контрольному зразку. Відповідно до одного аспекту 
даного варіанта реалізації, менша або рівна кількість продукту розщеплення SNAP-25 у 
тестувальному зразку в порівнянні зі зразком позитивного контролю свідчить про підвищення 
або присутність у ссавця імунної резистентності стосовно ендопептидази зі зміненою 20 

націленістю. Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, менша кількість продукту 
розщеплення SNAP-25 у тестувальному зразку в порівнянні зі зразком негативного контролю 
свідчить про підвищення або присутність у ссавця імунної резистентності відносно 
ендопептидази зі зміненою націленістю. 

[0176] Припускається, що всі без винятку умови тесту, що підходять для детектування 25 

присутності в зразку нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю, 
придатні для способів, описаних у даній заявці, такі як, наприклад, лінійні умови тесту й 
нелінійні умови тесту. Відповідно до одного варіанта реалізації, умови тесту є лінійними. 
Відповідно до одного аспекту даного варіанта реалізації, присутня у тесті кількість 
ендопептидази зі зміненою націленістю є надлишковою. Відповідно до іншого аспекту даного 30 

варіанта реалізації, присутня у тесті кількість ендопептидази зі зміненою націленістю лімітує 
швидкість реакції. Відповідно до іншого аспекту даного варіанта реалізації, присутня у тесті 
кількість тестувальних зразків лімітує швидкість реакції. 

[0177] Аспекти даної заявки можна також описати таким чином: 
1. Cпосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що включає етапи 35 

а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі зміненою 
націленістю, причому клітина зі стабільної клітинної лінії чутлива до активності ендопептидази зі 
зміненою націленістю; б) виділення з оброблених клітин компонента SNAP-25, що містить 
продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; в) здійснення контакту компонента SNAP-25 40 

з анти-SNAP-25 антитілом, причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25; і г) детектування присутності комплексу антитіло-
антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; при цьому 
детектування з використанням комплексу антитіло-антиген є показником активності 45 

ендопептидази зі зміненою націленістю. 
2. Cпосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що включає етапи 

а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі зміненою 
націленістю, причому клітина зі стабільної клітинної лінії є чутливою до активності 
ендопептидази зі зміненою націленістю; б) виділення з оброблених клітин компонента SNAP-25, 50 

що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; в) здійснення контакту компонента SNAP-
25 з анти-SNAP-25 антитілом, іммобілізованим на твердофазній підкладці, причому анти-SNAP-
25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-55 

25; і г) детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 
антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; при цьому детектування з використанням комплексу 
антитіло-антиген є показником активності ендопептидази зі зміненою націленістю. 

3. Cпособ детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що включає етапи 
а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі зміненою 60 
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націленістю, причому клітина зі стабільної клітинної лінії чутлива до активності ендопептидази зі 
зміненою націленістю; б) виділення з оброблених клітин компонента SNAP-25, що містить 
продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; в) іммобілізації компонента SNAP-25 на 
твердофазній підкладці; г) здійснення контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, 5 

причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, з продукту 
розщеплення SNAP-25; і д) детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає 
анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; при цьому детектування з 
використанням комплексу антитіло-антиген є показником активності ендопептидази зі зміненою 10 

націленістю. 
4. Cпосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, який включає 

етапи а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі 
зміненою націленістю, причому клітина зі стабільної клітинної лінії має здатність до поглинання 
ендопептидази зі зміненою націленістю; б) виділення з оброблених клітин компонента SNAP-25, 15 

що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; в) здійснення контакту компонента SNAP-
25 з анти-SNAP-25 антитілом, причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, 
на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25; і г) детектування присутності 20 

комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-
25; при цьому детектування з використанням комплексу антитіло-антиген є показником 
активності ендопептидази зі зміненою націленістю. 

5. Cпосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що включає етапи 
а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі зміненою 25 

націленістю, причому клітина зі стабільної клітинної лінії має здатність до поглинання 
ендопептидази зі зміненою націленістю; б) виділення з оброблених клітин компонента SNAP-25, 
що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 
P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; в) здійснення контакту компонента SNAP-
25 з анти-SNAP-25 антитілом, іммобілізованим на твердофазній підкладці, причому анти-SNAP-30 

25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться 
залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-
25; і г) детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 
антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; при цьому детектування з використанням комплексу 
антитіло-антиген є показником активності ендопептидази зі зміненою націленістю. 35 

6. Cпосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, що включає етапи 
а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі зміненою 
націленістю, причому клітина зі стабільної клітинної лінії має здатність до поглинання 
ендопептидази зі зміненою націленістю; б) виділення з оброблених клітин компонента SNAP-25, 
що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок 40 

P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; в) іммобілізації компонента SNAP-25 на 
твердофазній підкладці; г) здійснення контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, 
причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, із продукту 
розщеплення SNAP-25; і д) детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає 45 

анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; при цьому детектування з 
використанням комплексу антитіло-антиген є показником активності ендопептидази зі зміненою 
націленістю. 

7. Спосіб визначення імунної резистентності ссавців відносно ендопептидази зі зміненою 
націленістю, що включає етапи а) додавання ендопептидази зі зміненою націленістю до 50 

тестувального зразка, одержаного з ссавця, тестованого на наявність або відсутність 
нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю; б) обробки клітини зі 
стабільної клітинної лінії тестувальним зразком, причому клітина зі стабільної клітинної лінії 
чутлива до активності ендопептидази зі зміненою націленістю; в) виділення з оброблених клітин 
компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 55 

знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; г) здійснення 
контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, причому анти-SNAP-25 антитіло 
зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25; д) 
детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й 60 
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продукт розщеплення SNAP-25; е) повторення етапів б-д зі зразком для негативного контролю 
замість тестувального зразка, причому зразок для негативного контролю містить ендопептидазу 
зі зміненою націленістю й сироватку, відносно якої відомо, що вона не містить нейтралізуючі 
антитіла проти ендопептидази зі зміненою націленістю; ж) порівняння кількості комплексу 
антитіло-антиген, детектованого на етапі д, з кількістю комплексу антитіло-антиген, 5 

детектованого на етапі е, при цьому детектування меншої кількості комплексу антитіло-антиген, 
детектованого на етапі д, у порівнянні з кількістю комплексу антитіло-антиген, детектованого на 
етапі е, свідчить про присутність нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою 
націленістю. 

8. Спосіб визначення імунної резистентності ссавців відносно ендопептидази зі зміненою 10 

націленістю, що включає етапи а) додавання ендопептидази зі зміненою націленістю до 
тестувального зразка, одержаного із ссавця, тестованого на наявність або відсутність 
нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю; б) обробки клітини зі 
стабільної клітинної лінії тестувальним зразком, причому клітина зі стабільної клітинної лінії 
чутлива до активності ендопептидази зі зміненою націленістю; в) виділення з оброблених клітин 15 

компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; г) здійснення 
контакту SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, іммобілізованим на твердофазній підкладці, 
причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, з продукту 20 

розщеплення SNAP-25; д) детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає 
анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; е) повторення етапів б-д зі зразком 
для негативного контролю замість тестувального зразка, причому зразок для негативного 
контролю містить ендопептидазу зі зміненою націленістю й сироватку, стосовно якої відомо, що 
вона не містить нейтралізуючі антитіла проти ендопептидази зі зміненою націленістю; ж) 25 

порівняння кількості комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі д, з кількістю 
комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі е, при цьому детектування меншої кількості 
комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі д, у порівнянні з кількістю комплексу 
антитіло-антиген, детектованого на етапі е, свідчить про присутність нейтралізуючих антитіл 
проти ендопептидази зі зміненою націленістю. 30 

9. Спосіб визначення імунної резистентності ссавців відносно ендопептидази зі зміненою 
націленістю, що включає етапи а) додавання ендопептидази зі зміненою націленістю до 
тестувального зразка, одержаного із ссавця, тестованого на наявність або відсутність 
нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю; б) обробки клітини зі 
стабільної клітинної лінії тестувальним зразком, причому клітина зі стабільної клітинної лінії 35 

чутлива до активності ендопептидази зі зміненою націленістю; в) виділення з оброблених клітин 
компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; г) іммобілізації 
компонента SNAP-25 на твердофазній підкладці; д) здійснення контакту SNAP-25 з анти-SNAP-
25 антитілом, причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на 40 

карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25; е) детектування присутності комплексу антитіло-
антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; ж) повторення 
етапів б-і зі зразком для негативного контролю замість тестувального зразка, причому зразок 
для негативного контролю містить ендопептидазу зі зміненою націленістю й сироватку, стосовно 45 

якої відомо, що вона не містить нейтралізуючі антитіла проти ендопептидази зі зміненою 
націленістю; з) порівняння кількості комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі е, з 
кількістю комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі ж, при цьому детектування меншої 
кількості комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі е, у порівнянні з кількістю 
комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі ж, свідчить про присутність нейтралізуючих 50 

антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю. 
10. Спосіб визначення імунної резистентності ссавців відносно ендопептидази зі зміненою 

націленістю, що включає етапи а) додавання ендопептидази зі зміненою націленістю до 
тестувального зразка, одержаного із ссавця, тестованого на наявність або відсутність 
нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю; б) обробки клітини із 55 

стабільної клітинної лінії тестувальним зразком, причому клітина із стабільної клітинної лінії має 
здатність до поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю; в) виділення з оброблених 
клітин компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному 
кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; г) 
здійснення контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, причому анти-SNAP-25 60 
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антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25; д) 
детектування присутності комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й 
продукт розщеплення SNAP-25; е) повторення етапів б-д зі зразком для негативного контролю 
замість тестувального зразка, причому зразок для негативного контролю містить ендопептидазу 5 

зі зміненою націленістю й сироватку, стосовно якої відомо, що вона не містить нейтралізуючі 
антитіла проти ендопептидази зі зміненою націленістю; ж) порівняння кількості комплексу 
антитіло-антиген, детектованого на етапі д, з кількістю комплексу антитіло-антиген, 
детектованого на етапі е, при цьому детектування меншої кількості комплексу антитіло-антиген, 
детектованого на етапі д, у порівнянні з кількістю комплексу антитіло-антиген, детектованого на 10 

етапі е, свідчить про присутність нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою 
націленістю. 

11. Спосіб визначення імунної резистентності ссавців відносно ендопептидази зі зміненою 
націленістю, що включає етапи а) додавання ендопептидази зі зміненою націленістю до 
тестувального зразка, одержаного із ссавця, тестованого на наявність або відсутність 15 

нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю; б) обробки клітини зі 
стабільної клітинної лінії тестувальним зразком, причому клітина зі стабільної клітинної лінії має 
здатність до поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю; в) виділення з оброблених 
клітин компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному 
кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; г) 20 

здійснення контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, іммобілізованим на 
твердофазній підкладці, причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом SNAP-25, на 
карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25; д) детектування присутності комплексу антитіло-
антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-25; е) повторення 25 

етапів б-д зі зразком для негативного контролю замість тестувального зразка, причому зразок 
для негативного контролю містить ендопептидазу зі зміненою націленістю й сироватку, стосовно 
якої відомо, що вона не містить нейтралізуючі антитіла проти ендопептидази зі зміненою 
націленістю; ж) порівняння кількості комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі д, з 
кількістю комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі е, при цьому детектування меншої 30 

кількості комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі д, у порівнянні з кількістю 
комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі е, свідчить про присутність нейтралізуючих 
антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю. 

12. Спосіб визначення імунної резистентності ссавців відносно ендопептидази зі зміненою 
націленістю, що включає етапи а) додавання ендопептидази зі зміненою націленістю до 35 

тестувального зразка, одержаного із ссавця, тестованого на наявність або відсутність 
нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю; б) обробки клітини зі 
стабільної клітинної лінії тестувальним зразком, причому клітина із стабільної клітинної лінії має 
здатність до поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю; в) виділення з оброблених 
клітин компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення SNAP-25, на карбоксильному 40 

кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A; г) 
іммобілізації компонента SNAP-25 на твердофазній підкладці; д) здійснення контакту 
компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, причому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з 
епітопом SNAP-25, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку 
у сайті розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25; е) детектування присутності 45 

комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й продукт розщеплення SNAP-
25; ж) повторення етапів б-і зі зразком для негативного контролю замість тестувального зразка, 
причому зразок для негативного контролю містить ендопептидазу зі зміненою націленістю й 
сироватку, стосовно якої відомо, що вона не містить нейтралізуючі антитіла проти 
ендопептидази зі зміненою націленістю; з) порівняння кількості комплексу антитіло-антиген, 50 

детектованого на етапі е, з кількістю комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі ж, при 
цьому детектування меншої кількості комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі е, у 
порівнянні з кількістю комплексу антитіло-антиген, детектованого на етапі ж, свідчить про 
присутність нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою націленістю. 

13. Спосіб за пп. 1-3 й 7-9, який відрізняється тим, що клітина чутлива до активності 55 

ендопептидаз зі зміненою націленістю при концентрації ендопептидази зі зміненою націленістю 
близько 500 нМ або нижче, близько 400 нМ або нижче, близько 300 нМ або нижче, близько 200 
нМ або нижче, близько 100 нМ або нижче. 

14. Спосіб за пп. 4-6 й 10-12, який відрізняється тим, що клітина має здатність до поглинання 
ендопептидаз зі зміненою націленістю при концентрації ендопептидази зі зміненою націленістю 60 
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близько 500 нМ або нижче, близько 400 нМ або нижче, близько 300 нМ або нижче, близько 200 
нМ або нижче, близько 100 нМ або нижче. 

15. Спосіб за пп. 1-6, який відрізняється тим, що зразок містить приблизно 100 нг або менше, 
приблизно 10 нг або менше, приблизно 1 нг або менше, приблизно 100 фг або менше, 
приблизно 10 фг або менше або приблизно 1 фг або менше ендопептидаз зі зміненою 5 

націленістю. 
16. Спосіб за пп. 1-6, який відрізняється тим, що зразок містить приблизно 100 нМ або 

менше, приблизно 10 нМ або менше, приблизно 1 нМ або менше, приблизно 100 нМ або 
менше, приблизно 10 нМ або менше, приблизно 1 нМ або менше, приблизно 0,5 нМ або менше 
або приблизно 0,1 нМ або менше ендопептидаз зі зміненою націленістю. 10 

17. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що присутність комплексу антитіло-антиген 
детектують за допомогою аналізу з використанням імуноблотінгу, аналізу з використанням 
імунопреципітації, твердофазного ІФА або "сендвіч”-методу твердофазного ІФА. 

18. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб характеризується співвідношенням 
сигналу до шуму для нижньої асимптоти, що складає щонайменше 3:1, щонайменше 5:1, 15 

щонайменше 10:1, щонайменше 20:1, щонайменше 50:1 або щонайменше 100:1. 
19. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб характеризується співвідношенням 

сигналу до шуму для верхньої асимптоти, що складає щонайменше 10:1, щонайменше 20:1, 
щонайменше 50:1, щонайменше 100:1, щонайменше 200:1, щонайменше 300:1, щонайменше 
400:1, щонайменше 500:1 або щонайменше 600:1. 20 

20. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб може детектувати активність EC50, 
наприклад, щонайменше 100 нг, щонайменше 50 нг, щонайменше 10 нг, щонайменше 5 нг, 
щонайменше 100 пг, щонайменше 50 пг, щонайменше 10 пг, щонайменше 5 пг, щонайменше 
100 фг, щонайменше 50 фг, по меншій мері 10 фг або щонайменше 5 фг ендопептидаз зі 
зміненою націленістю. 25 

21. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб може детектувати активність EC50, 
наприклад, щонайменше 10 нМ, щонайменше 5 нМ, щонайменше 100 нМ, щонайменше 50 нМ, 
щонайменше 10 нМ, щонайменше 5 нМ, щонайменше 1 нМ, щонайменше 0,5 нМ або 
щонайменше 0,1 нМ ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

22. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб характеризується МД, наприклад, 30 

10 пг або менше, 9 пг або менше, 8 пг або менше, 7 пг або менше, 6 пг або менше, 5 пг або 
менше, 4 пг або менше, 3 пг або менше, 2 пг або менше, 1 пг або менше ендопептидази зі 
зміненою націленістю. 

23. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб характеризується МД, наприклад, 
100 нМ або менше, 90 нМ або менше, 80 нМ або менше, 70 нМ або менше, 60 нМ або менше, 35 

50 нМ або менше, 40 нМ або менше, 30 нМ або менше, 20 нМ або менше або 10 нМ або менше 
ендопептидази зі зміненою націленістю. 

24. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб характеризується МКВ, наприклад, 
10 пг або менше, 9 пг або менше, 8 пг або менше, 7 пг або менше, 6 пг або менше, 5 пг або 
менше, 4 пг або менше, 3 пг або менше, 2 пг або менше, 1 пг або менше ендопептидази зі 40 

зміненою націленістю. 
25. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб характеризується МКВ, наприклад, 

100 нМ або менше, 90 нМ або менше, 80 нМ або менше, 70 нМ або менше, 60 нМ або менше, 
50 нМ або менше, 40 нМ або менше, 30 нМ або менше, 20 нМ або менше або 10 нМ або менше 
ендопептидази зі зміненою націленістю. 45 

26. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що спосіб може відрізняти повністю активну 
ендопептидазу зі зміненою націленістю від частково активної ендопептидази зі зміненою 
націленістю, що має, наприклад, 70 % або менше, 60 % або менше, 50 % або менше, 40 % або 
менше, 30 % або менше, 20 % або менше або 10 % або менше активності повністю активної 
ендопептидази зі зміненою націленістю А. 50 

27. Спосіб за пп. 1-12, який відрізняється тим, що анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з 
епітопом, на карбоксильному кінці якого знаходиться залишок P1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25. 

28. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що анти-SNAP-25 антитіло характеризується 
константою швидкості асоціації для епітопа, на карбоксильному кінці якого відсутній глутамін 55 

розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A, із продукту розщеплення SNAP-25, що 
становить менше 1 × 10

1
 М

-1
 с

-1
; і при цьому анти-SNAP-25 антитіло характеризується 

рівноважною константою дисоціації для епітопа, що становить менше 0,450 нМ. 
29. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 

варіабельний домен важкого ланцюга, що містить амінокислотні послідовності, обрані із групи, 60 
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що складається з SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 74, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 80 й SEQ ID NO: 
82; і варіабельний домен легкого ланцюга, що містить амінокислотні послідовності, обрані із 
групи, що складається з SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 86, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90 й SEQ ID 
NO: 92. 

30. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 5 

щонайменше CDR1 VH з SEQ ID NO: 93, CDR1 VH з SEQ ID NO: 94, CDR1 VH з SEQ ID NO: 95, 
CDR1 VH з SEQ ID NO: 118, CDR1 VH з of SEQ ID NO: 119 або CDR1 VH з of SEQ ID NO: 120. 

32. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 
щонайменше CDR2 VH з SEQ ID NO: 96, CDR2 VH з SEQ ID NO: 97, CDR2 VH з SEQ ID NO: 98, 
CDR2 VH з SEQ ID NO: 99, CDR2 VH з SEQ ID NO: 121, CDR2 VH з SEQ ID NO: 122 або CDR2 VH 10 

з SEQ ID NO: 123. 
33. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 

щонайменше CDR3 VH з SEQ ID NO: 100, CDR3 VH з SEQ ID NO: 101, CDR3 VH з SEQ ID NO: 
102 або CDR3 VH з SEQ ID NO: 124. 

34. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 15 

щонайменше CDR1 VL з SEQ ID NO: 103, CDR1 VL з SEQ ID NO: 104, CDR1 VL з SEQ ID NO: 105, 
CDR1 VL з SEQ ID NO: 106, CDR1 VL з SEQ ID NO: 107, CDR1 VL з SEQ ID NO: 125, CDR1 VL з 
SEQ ID NO: 126, CDR1 VL з SEQ ID NO: 127, CDR1 VL з SEQ ID NO: 128 або CDR1 VL з SEQ ID 
NO: 129. 

35. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 20 

щонайменше CDR2 VL з SEQ ID NO: 108, CDR2 VL з SEQ ID NO: 109, CDR2 VL з SEQ ID NO: 110, 
CDR2 VL з SEQ ID NO: 111 або CDR2 VL з SEQ ID NO: 112. 

36. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 
щонайменше CDR3 VL з SEQ ID NO: 113, CDR3 VL з SEQ ID NO: 114, CDR3 VL з SEQ ID NO: 115, 
CDR3 VL з SEQ ID NO: 116 або CDR3 VL з SEQ ID NO: 117. 25 

37. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло включає 
варіабельний домен важкого ланцюга, що містить SEQ ID NO: 93, SEQ ID NO: 121 й SEQ ID NO: 
100; і варіабельний домен легкого ланцюга, що містить SEQ ID NO: 105, SEQ ID NO: 110 й SEQ 
ID NO: 115. 

38. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло вибірково 30 

зв'язує епітоп SNAP-25 з SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID 
NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 147 або SEQ ID NO: 148. 

39. Спосіб за п. 27, який відрізняється тим, що ізольоване анти-SNAP-25 антитіло вибірково 
зв'язує епітоп SNAP-25 з SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID 
NO: 43 або SEQ ID NO: 44. 35 

Приклади 
Приклад I 
Скринінг експресії ендогенного рецептора ендопептидази зі зміненою націленістю в 

клітинних лініях-кандидатах 
[0178] Наведений нижче приклад демонструє, як проводити ідентифікацію стабільних 40 

клітинних ліній, що мають здатність до поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю, яка 
необхідна для розробки клітинного тесту на активність. 

1. Культивація запасних культур клітинних ліній-кандидатів 
[0179] Для культивації клітинних ліній, підходящу щільність клітин з тестувальної клітинної 

лінії засівали у флакони для культур тканин на 162 см2, що містять 30 мл підходящого 45 

живильного середовища (див. Таблицю 1), і вирощували в інкубаторі при 37 °C і концентрації 
вуглекислого газу 5 % або 10 % до досягнення клітинами бажаної щільності. 

 
Таблиця 1 

 
Середовища, використовувані при скринінгу клітинних ліній. 

 

Клітинна лінія Склад живильного середовища з сироваткою 

SiMa і клони 
SiMa 

RPMI 1640, 10 % ембріональної бичачої сироватки, 1 % пеніцилін-стрептоміцин, 2 
мМ L-глутамін 

PC12 
RPMI 1640, 5 % термоінактивованої ембріональної бичачої сироватки, 10 % 
кінської сироватки, 2 мМ GlutaMAX™, 10 мМ HEPES, 1 мМ пірувату натрію, 1 % 
пеніцилін-стрептоміцин 
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Таблиця 1 
 

Середовища, використовувані при скринінгу клітинних ліній. 
 

Клітинна лінія Склад живильного середовища з сироваткою 

N18 
ND8/34 
NG108-15 

90 % DMEM, 10 % термоінактивованої ембріональної бичачої сироватки, 2 мМ 
глутаміну, 2 мМ глюкози 

SK-N-DZ 
SK-N-F1 
SK-N-SH 

90 % DMEM, 10 % термоінактивованої ембріональної бичачої сироватки, 4 мМ 
глутаміну, 4 мМ глюкози, 0,1 мМ замінних амінокислот, 1,5 г/л NaHCO3 

BE(2)-C 
SK-N-BE(2) 
SH-SY5Y 

EMEM(11090-081, Gibco), Ham's F12 (11765-054, Gibco), 10 % термоінактивованої 
ембріональної бичачої сироватки, 2 мМ глутаміну, 0,1 мМ замінних амінокислот,  
 

ND3, ND7, 
ND15 

Середовище DMEM з 2 мМ глутаміну (Invitrogen, Cat #. 11885), 10 % 
ембріональної бичачої сироватки (Invitrogen, Cat #. 16140) і 1x антибіотик / 
фунгіцид 

Neuro-2a 
EMEM, 10 % термоінактивованої ембріональної бичачої сироватки, 2 мМ 
глутаміну, 0,1 мМ замінних амінокислот, 1,5 г/л NaHCO3, 1 мм пірувату натрію 

 
2. Cкрининг клітин, що експресують рецептор-мішень на поверхні клітини 
[0180] Проводили скринінг клітинних ліній на присутність бажаного рецептора-мішені, 

використовуючи проточну цитометрию та/або тести зв'язування ліганду. Хоча в наведених 
нижче прикладах реагенти використовували для ідентифікації опіоїдного або опіоїдоподібного 5 

рецептора в плазматичній мембрані, описані нижче підходи можна застосовувати для 
ідентифікації родинного рецептора для кожної з ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

а. Ідентифікація клітинних ліній з використанням проточної цитометрії 
[0181] Для ідентифікації клітин, що включають стабільні клітинні лінії, які експресують 

рецепторів-мішені для ендопептидази зі зміненою націленістю на поверхні клітини, проводили 10 

аналіз за допомогою проточної цитометрії. Клітини з кожної клітинної лінії-кандидата 
вирощували як описано в Розділі 1, обробляли трипсином, промивали буфером для 
фарбування, що включає 1 x ФБР й 0,5 % BSA, і центрифугували при 1200 об/хв протягом 3 
хвилин. Осаджені клітини ресуспендували в буфері для фарбування, і приблизно 2,0 × 106 
клітин переносили в нові пробірки, по дві пробірки для кожного тестувального рецептора. Для 15 

проведення скринінгу на присутність опіоїдного або опіоїдоподібного рецептора, в одну пробірку 
поміщали приблизно 2,0-5,0 мкл α-ORL-1 RA14133 (Neuromics, Едина, Мінесота), кролячих 
поліклональних антитіл α-DOR RA10101 (Neuromics, Едина, Мінесота), кролячих поліклональних 
анти-KOR RA10103 антитіл (Neuromics, Едина, Мінесота) або кролячих поліклональних анти-
MOR RA10104 антитіл (Neuromics, Едина, Мінесота) та інкубували суміш при 4 °C протягом 1 20 

години. Другу пробірку інкубували при 4 °C протягом 1 години на відсутність яких-небудь антитіл 
і використовували як негативний контроль. Після інкубації з антитілами, 1,0 мл буфера для 
фарбування додавали до кожної пробірки й центрифугували при 1200 об/хв протягом 3 хвилин. 
Осад клітин ще раз промивали 1,0 мл буфера для фарбування. Осад клітин ресуспендували в 
200 мкл буфера для фарбування, до кожної пробірки додавали 2,0 мкл козячих протикролячих 25 

антитіл IgG FITC й інкубували при 4 °C протягом 1 години у темряві. Після інкубації із 
вторинними антитілами, до кожної пробірки додавали 1,0 мл буфера для фарбування й 
центрифугували при 1200 об/хв протягом 3 хвилин. Осад клітин ще раз промивали 1,0 мл 
буфера для фарбування й ресуспендували в 500 мкл буфера для фарбування. Зразок 
аналізували за допомогою проточного цитометра й представляли дані у виді накладення 30 

фарбування за допомогою антитіл проти рецептора на фарбування за допомогою 
протикролячих антитіл IgG FITC. 

[0182] Результати демонструють, що із протестованих клітинних ліній ORL-1 експресувався 
на поверхні приблизно 50 % клітин, що включають стабільні клітинні лінії SiMa, SiMa P>33, клон 
H10, ND7 й SK-N-DZ; експресувався на поверхні приблизно від 25 % до 50 % клітин, що 35 

включають стабільні клітинні лінії SH-SY5Y й ND15; і експресувався на поверхні менше ніж 
приблизно 25 % клітин, що включають стабільні клітинні лінії ND3, ND8, N18 й Neuro-2a 
(Таблиця 2). Результати також демонструють, що KOR експресувався на поверхні приблизно 
50 % клітин, що включають стабільні клітинні лінії SH-SY5Y й ND7; експресувався на поверхні 
приблизно від 25 % до 50 % клітин, що включають стабільні клітинні лінії клону H10 SiMa, SiMa 40 

P>33, ND15 й Neuro-2a; і експресувався на поверхні менше ніж приблизно 25 % клітин, що 
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включають стабільні клітинні лінії ND3, ND8 й N18 (Таблиця 2). Результати також виявили, що 
MOR експресувався на поверхні приблизно 50 % клітин, що включають стабільні клітинні лінії 
ND7, ND15 й SiMa P>33; експресувався на поверхні приблизно від 25 % до 50 % клітин, що 
включають стабільні клітинні лінії SH-SY5Y, клон SiMa H10, ND8 й Neuro-2a; і експресувався на 
поверхні менше ніж приблизно 25 % клітин, що включають стабільні клітинні лінії ND3 й N18 5 

(Таблиця 2). Кролячі поліклональні антитіла α-DOR RA10101 виявилися не здатні 
функціонувати належним чином і не дозволили одержати придатні до використання дані. 

б. Ідентифікація клітинних ліній з використанням зв'язування ліганду 
[0183] Для ідентифікації клітин, що включають стабільні клітинні лінії, які експресують 

рецептори-мішені ендопептидаз зі зміненою націленістю на поверхні клітини, проводили аналіз 10 

за допомогою зв'язування ліганду. Клітини з тестувальних клітинних ліній-кандидатів інкубували 
в 96-лункових планшетах із чорно-прозорим дном протягом приблизно 4 годин для стимуляції 
прикріплення клітин до поверхні. Для проведення скринінга на присутність опіоїдних або 
опіоїдоподібних рецепторів, середовище з кожної лунки видаляли аспірацією й заміняли 50 мкл 
розчину ліганду, що містить 0 (неопрацьований контроль), 0,001 нМ, 0,01 нМ, 0,1 нМ або 1 нМ 15 

FAM-ноцицептину (Phoenix Pharmaceuticals, Inc, Берлінгейм, Каліфорнія); або 0 
(неопрацьований контроль), 0,001 нМ, 0,01 нМ, 0,1 нМ або 1 нМ FAM-динорфіну А (Phoenix 
Pharmaceuticals, Inc, Берлінгейм, Каліфорнія). Клітини інкубували з розчином ліганду протягом 1 
години на інкубаторі при 37 °C й 5 % вуглекислого газу. Клітини промивали для видалення 
ліганду, що не зв'язався шляхом трикратного промивання клітин 100 мкл 1 x ФБР. Планшет 20 

сканували на Typhoon (Ex 488 й Em 520 нм), а потім зчитували на сканері для планшетів M5 (Ex 
495 й Em 520 ні) для сигналів ОФЕ. Результати демонструють, що клітини, які включають 
стабільні клітинні лінії клону SiMa H10, SH-SY5Y й SK-N-DZ, зв'язували ноцицептин, тоді як 
клітини, що включають клон SiMa H10, зв'язували також і динорфін (Таблиця 2)ю 

 25 

Таблиця 2. 
 

Клітинні лінії, що експресують рецептори-мішені на поверхні клітин 
 

Рецептор-
мішень 

Ідентифіковані клітинні лінії 

Проточна цитометрія Зв'язування ліганду 

Експресія більше 
50 % 

Експресія від 
25 % до 50 % 

Експресія менше 
50 % 

Ноцицептин Динорфін А 

ORL-1 
AGN P33, SiMa, 
клон SiMa H10, 
ND7, SK-N-DZ 

SH-SY5Y, ND15 
ND3, ND8, N18, 
Neuro-2a 

Клон SiMa 
H10, SH-
SY5Y, SK-N-
DZ 

— 

DOR Н. Д. Н. Д. Н. Д. Н. Д. Н. Д. 

KOR SH-SY5Y, ND7 
Клон SiMa H10, 
AGN P33, ND15, 
Neuro-2a 

ND3, ND8, N18 — 
Клон SiMa 
H10 

MOR 
ND7, ND15, AGN 
P33 

SH-SY5Y, клон 
SiMa H10, ND8, 
Neuro-2a 

ND3, N18 Н. Д. Н. Д. 

 
[0184] Використовуючи подібний підхід, можна ідентифікувати клітинні лінії, що включають 

клітини, які мають родинні рецептори для інших ендопептидаз зі зміненою націленістю, за 
допомогою FAM-мічення націлюючого домену для цих ендопептидаз і скринінга клітинних ліній 
як описано вище. 30 

3. Скринінг клітинних ліній-кандидатів при впливі одиничної дози ендопептидази зі зміненою 
націленістю 

[0185] Для визначення здатності клітинної лінії поглинати молекули відповідної 
ендопептидази зі зміненою націленістю, щільність клітин, що підходить, із запасної культури 
тестувальної клітинної лінії засівали в лунки 24-лункових планшетів для культур тканин, що 35 

містять 1 мл відповідного живильного середовища з сироваткою (Таблиця 1). Клітини 
вирощували в інкубаторі при 37 °C і концентрації вуглекислого газу 5 % до досягнення 
клітинами бажаної щільності (приблизно 18-24 години). Для оцінки поглинання ендопептидази зі 
зміненою опіоїдною націленістю, живильне середовище з кожної лунки видаляли аспірацією й 
заміняли 1) свіжим живильним середовищем, що не містить ендопептидази зі зміненою 40 

опіоїдною націленістю (неопрацьована клітинна лінія), або 2) свіжим живильним середовищем, 
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що містить 30 нМ ендопептидази зі зміненою ноцицептиновою націленістю (Noc/A) або 100 нМ 
ендопептидази зі зміненою динорфіновою націленістю (Dyn/A) (оброблена клітинна лінія). Після 
інкубації протягом ночі клітини промивали, видаляючи аспірацією живильне середовище і 
прополіскуючи кожну лунку 200 мкл 1 х ФБР. Для збирання клітин видаляли аспірацією 1 х ФБР, 
клітини лізували, додаючи 50 мкл 1 х ДСН буфера для завантаження, лізат переносили в нові 5 

пробірки й нагрівали зразки при 95 °C протягом 5 хвилин. 
[0186] Для детектування як нерозщепленого субстрату SNAP-25, так і продуктів 

розщеплення SNAP-25, аліквоту від кожного зібраного зразка аналізували за допомогою 
Вестерн-блот аналізу. У ході такого аналізу 12 мкл аліквоти зібраних зразків розділяли в 
поліакриламідному гелі з MOPS з використанням готових 12 % Bis-Tris поліакриламідних блоків 10 

NuPAGE® Novex (Invitrogen Inc., Карлсбад, Каліфорнія) у денатурируючих умовах, що 
відновлюють. Розділені пептиди переносили з гелю на полівініліденфторидні (ПВДФ) мембрани 
(Invitrogen Inc., Карлсбад, Каліфорнія) шляхом Вестерн-блотінга з використанням апарата для 
електрофоретичного перенесення напівсухим способом TRANS-BLOT® SD (Bio-Rad 
Laboratories, Геркулес, Каліфорнія). ПВДФ мембрани блокували шляхом інкубації при кімнатній 15 

температурі протягом 2 годин у розчині, що містить трис-буферний розчин (TBS) (25 мМ 2-
аміно-2-гідроксиметил-1,3-пропандіол соляна кислота (Трис-HCl) (рН 7,4), 137 мМ хлорид 
натрію, 2,7 мМ хлорид калію), 0,1 % Tween-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолаурат), 2 % 
бичачий сироватковий альбумін (BSA), 5 % знежирене сухе молоко. Блоковані мембрани 
інкубували при 4 °C протягом ночі в TBS, 0,1 % Tween-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан 20 

монолаурат), 2 % BSA, і 5 % знежиреному сухому молоці, що містить 1) розведення 1:5,000 
мишачих моноклональних анти-SNAP-25 антитіл як первинні антитіла (SMI-81; Sternberger 
Monoclonals Inc., Лютервіль, Меріленд); або 2) розведення 1:5000 імунної сироватки S9684 з 
поліклональними кролячими анти-SNAP-25 антитілами як первинні антитіла (Sigma, Сент-Луїс, 
Міссурі). Як мишачі моноклональні, так і поліклональні кролячі анти-SNAP-25 антитіла можуть 25 

впізнавати як нерозщеплений субстрат SNAP-25, так і продукт розщеплення SNAP-25, що 
дозволяє оцінювати загальну експресію SNAP-25 у кожній клітинній лінії й відсоток 
розщепленого SNAP-25 після обробки ендопептидазами зі зміненою націленістю як параметр 
для оцінки кількості поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю. Після зв'язування 
первинних антитіл блоти промивали три рази по 5 хвилин щоразу в TBS, Tween-20® 30 

(поліоксиетилен (20) сорбітан монолаурат). Промиті мембрани інкубували при кімнатній 
температурі протягом 2 годин в TBS, 0,1 % Tween-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан 
монолаурат), 2 % BSA, і 5 % знежиреному сухому молоці, що містить 1) розведення 1:10000 
поліклональних козячих протимишачих імуноглобулінів G, важких і легких ланцюгів (IgG, H+L) 
антитіл, кон'югованих з пероксидазою хрону (Zymed, Південний Сан-Франциско, Каліфорнія) як 35 

вторинні антитіла; або 2) розведення 1:10000 поліклональних козячих протикролячих 
імуноглобулінів G, важких і легких ланцюгів (IgG, H+L) антитіл, кон'югованих з пероксидазою 
хрону (Zymed, Південний Сан-Франциско, Каліфорнія) як вторинні антитіла. Після зв'язування 
вторинних антитіл блоти промивали три рази протягом 15 хвилин щоразу в TBS, 0,1 % Tween-
20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолаурат). Сигнал детектування мічених продуктів SNAP-40 

25 візуалізували з використанням системи для посиленого хемілюмінесцентного детектування 
ECL Plus™ Western Blot Detection System (GE Healthcare, Amersham Biosciences, Піскатауей, 
Нью-Джерсі), мембрани проявляли й проводили кількісну оцінку продуктів розщеплення SNAP-
25 за допомогою пристрою для аналізу зображень Typhoon 9410 Variable Mode Imager і 
програми для аналізу зображень (GE Healthcare, Amersham Biosciences, Піскатауей, Нью-45 

Джерсі). Вибір розміру пікселя (від 100 до 200 пікселей) і настроювання напруги ФЕУ (від 350 до 
600, як правило, 400) залежали від конкретного блота. 

[0187] На основі детектування продукту розщеплення SNAP-25, наступні клітинні лінії 
демонстрували поглинання 30 нМ Noc/A: BE(2)-C, N18TG2, Neuro-2a, SiMa, SK-N-BE(2)-C й SK-
N-DZ (Таблийя 3); у той час як наступні клітинні лінії демонстрували поглинання 100 нМ Dyn/A: 50 

N18TG2, Neuro-2a, PC12 й SiMa. Деякі із цих чутливих клітинних ліній тестували з більш 
низькими дозами сполук та/або на повнодозову відповідь. 
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Таблиця 3 

 
Скринінг клітинних ліній-кандидатів при впливі одиничної дози ендопептидаз зі зміненою 

націленістю Noc/A й Dyn/A 
 

Клітинна лінія Опис Джерело 
Поглинання 
30 n Noc/A 

Поглинання 
100 n 
Dyn/A 

BE(2) -C Нейробластома людини ATCC CRL-2268 Так НТ 

N18TG2 Нейробластома миші DSMZ ACC 103 Так Так 

ND3 
Нейробластома миші/первинний 
неонатальний гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090901 

ДКВ ДКВ 

ND7/23 
Нейробластома миші/ первинний 
гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090903 

Немає Немає 

ND8 
Нейробластома миші/первинний 
неонатальний гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090904 

ДКВ ДКВ 

ND15 
Нейробластома миші/первинний 
неонатальний гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090907 

Немає Немає 

Neuro-2a Нейробластома миші ATCC CCL-131 Так Так 

NG108-15 
Нейробластома миші/ гібрид гліоми 
пацюка 

ECACC 
88112302 

Немає НТ 

PC12 Феохромоцитома пацюка ATCC CRL-1721 НТ Так 

SH-SY5Y Нейробластома людини ATCC CRL-2266 Немає НТ 

SiMa Нейробластома людини DSMZ ACC 164 Так Так 

SK-N-BE(2) -
C 

Нейробластома людини ATCC CRL-2271 Так НТ 

SK-N-DZ Нейробластома людини ATCC CRL-2149 Так НТ 

SK-N-F1 Нейробластома людини ATCC CRL-2142 Немає НТ 

SK-N-SH Нейробластома людини 
ECACC 
86012802 

Немає НТ 

 
НТ: Не тестували. 
ДКВ (детектована кількість відсутня): У даній клітинній лінії не було виявлено детектованої 
кількості SNAP-25. 
 
[0188] Використовуючи подібний підхід, можна оцінювати поглинання ендопептидаз зі 

зміненою націленістю клітинними лініями, що включають клітини, які мають родинні рецептори 
для інших ендопептидаз зі зміненою націленістю. 5 

Приклад II 
Скринінг експресії ендогенного рецептора ендопептидази зі зміненою націленістю в 

клональних клітинних лініях-кандидатах 
1. Скринінг клональних клітинних ліній-кандидатів, одержаних з батьківської клітинної лінії 

SiMa, при впливі одиничної дози ендопептидази зі зміненою націленістю. 10 

[0189] Родинна заявка на патент на ім'я Zhu Hong et al., Cell Lines Useful in Immuno-Based 
Botulinum Toxin Serotype A Activity Assays, заявка на патент США Серійний Номер: 61/160199, 
описує клональні клітинні лінії, одержані з батьківської клітинної лінії SiMa, які використовували 
в тесті на активність BoNT/A, як описано в Ester Fernandez-Salas, et al., Immuno-Based Botulinum 
Toxin Serotype A Activity Assays, заявка на патент США Серійний Номер: 12/403531, кожна з яких 15 

повністю включена в дану заявку за допомогою посилання. Для визначення, чи здатні ці 
клональні клітинні лінії до поглинання відповідної ендопептидази зі зміненою націленістю, кожну 
з них піддавали скринінгу за допомогою «сандвіч»-методу твердофазного ІФА з посиленою 
хемілюмінесценцією. 
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[0190] Для приготування лізату, обробленого ендопептидазою зі зміненою націленістю, 
культуру з підходящою щільністю клітин з маткового розчину культури перевіреної клітинної лінії 
засівали на ніч у лунки 96-лункових планшетів для культур тканин, що містять 100 мкл 
відповідного живильного середовища на основі сироватки (Таблиця 1). Живильні середовища 
від засіяних клітин з кожної лунки видаляли аспірацією й заміняли свіжим середовищем, що 5 

містить 30 нМ ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A або 80 нМ ендопептидази зі 
зміненою націленістю Dyn/A. Після 24-годинної інкубації клітини відмивали аспірацією 
живильного середовища й обполіскували кожну лунку 200 мкл 1 x ФБР. Для збирання клітин, 1 x 
ФБР видаляли аспірацією, клітини лізували шляхом додавання в кожну лунку 30 мкл лізуючого 
буфера, що містить 20 мМ Tris-HCl (pН 7,5), 150 мМ NaCl, 1 мМ ЕДТА, 1 мМ EGTA, 1 % Тритон 10 

X-100, і інкубували планшет на струшувачі з обертанням при 500 об/хв протягом 30 хвилин при 
4 °C. Для осадження залишків клітин планшет центрифугували при 4000 об/хв протягом 20 
хвилин при 4 °C, після чого супернатант переносили в 96-лунковий планшет, покритий 
антитілами для захоплення для проведення етапу детекції. 

[0191] Для приготування розчину анти-SNAP-25197 антитіл для захоплення, мишачі 15 

моноклональні анти-SNAP-25197 антитіла, що знаходяться у складі асцитної рідини, одержаної 
від гібридомної клітинної лінії 2E2A6 (Приклад XI), очищали, використовуючи стандартний 
протокол очищення з використанням білка А. 

[0192] Для приготування розчину детектуючих анти-SNAP-25 антитіл, поліклональні антитіла 
кролика α-SNAP-25, S9684 (Sigma, Сент-Луїс, Міссурі) кон'югували з реактивом для мічення - 20 

складним ефіром рутеній (II)-трис-біпіридин-(4-метисульфонату) і N-ГС (Meso Scale Discovery, 
Гейтерсбург, Меріленд) відповідно до інструкцій виробника (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, 
Меріленд). Реакцію кон'югації проводили шляхом додавання 30 мкл розчину для розведення 
MSD SULFO-TAG™, розведеного в дистильованій воді, 200 мкл поліклональних анти-SNAP-25 
антитіл у концентрації 2 мг/мл й інкубації реакційної суміші при кімнатній температурі протягом 2 25 

годин у темряві. Позначені антитіла очищали, використовуючи стандартний протокол спін-
колонок, і концентрацію білка визначали з використанням стандартного колориметричного тесту 
на білок. Поглинаючу здатність кон'югатів анти-SNAP-25 антитіл/MSD SULFO-TAG™ 
вимірювали за допомогою спектрофотометра при 455 нМ для визначення концентрації в молях 
на літр. Розчин детектуючих антитіл зберігали при 4 °C до використання. Тривале зберігання 30 

невикористаних аліквот здійснювали при -20 °C. 
[0193] Для приготування твердофазної підкладки α-SNAP-25, що містить анти-SNAP-25197 

антитіла для захоплення, приблизно 5 мкл відповідного розчину моноклональних анти-SNAP-
25197 антитіл (20 мкг/мл в 1 x ФБР) додавали до кожної лунки 96-лункового планшета MSD High 
Bind, і розчин сушили на повітрі в біологічно чистому приміщенні протягом 2-3 годин до 35 

випарювання рідини з розчину. Заблоковані планшети запечатували й зберігали при 4 °C до 
використання. 

[0194] Для детектування розщепленого продукту SNAP-25 ECL "сендвіч”-методом 
твердофазного ІФА, лунки зі зв'язаними антитілами для захоплення блокували, додаючи 150 
мкл блокуючого буферу, що містить 2 % блокуючого реактиву Amersham (GE Life Sciences, 40 

Піскетеуей, Нью-Джерсі) і 10 % козячої сироватки (VWR, Уест-Честер, Пенсільванія), й 
інкубували при кімнатній температурі протягом 2 годин. Блокуючий буфер видаляли аспірацією 
й до кожної лунки додавали 25 мкл лізату клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою 
націленістю, і планшети інкубували при°4 C протягом ночі. Лунки планшету трикратно 
промивали: видаляли аспірацією клітинний лізат і три рази обполіскували кожну лунку 200 мкл 1 45 

x ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Після відмивання, у 
кожну лунку додавали 25 мкл розчину детектуючих анти-SNAP-25 антитіл у концентрації 5 
мкг/мл, що містить 2 % блокуючого реактиву Amersham в 1 x ФБР, 0, 1 % TWEEN-20® 
(поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат), запечатували й інкубували при кімнатній 
температурі протягом 1 години зі струшуванням. Після інкубації з детектуючими анти-SNAP-25 50 

антитілами лунки трикратно промивали 200 мкл 1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен 
(20) сорбітан монолауреат). Після відмивання в кожну лунку додавали 150 мкл 1 x буфера для 
зчитування (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, Меріленд) і аналізували планшети, 
використовуючи пристрій для зчитування зображень SECTOR™ Imager 6000 (Meso Scale 
Discovery, Гейтерсбург, Меріленд). Вихідні дані збирали, використовуючи пристрій для 55 

візуалізації ECL. 
[0195] Результати демонструють, що батьківська клітинна лінія SiMa, як і клональна клітинна 

лінія H10, показала істотне поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A (Таблиця 
4). Крім того, ці результати показують, що багато клітинних ліній демонструють поглинання 
ендопептидази зі зміненою націленістю Dyn/A (Таблиця 4). Три клональних клітинні лінії (1E11, 60 
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AF4, і DC4) продемонстрували істотне поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю 
Dyn/A; одинадцять клональних клітинних ліній (1E3, 2D2, 2D6, 3D8, 5C10, 5F3, BB10, BF8, CG8, 
CG10 й DE7) продемонстрували помірне поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю 
Dyn/A; і (3B8, 2B9, CE6, YB8, 4C8, 2F5, AC9, CD6, DD10, YF5) продемонстрували мінімальне 
поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю Dyn/A. Деякі із цих клітинних ліній-5 

кандидатів досліджували в тесті на повнодозову відповідь із відповідною ендопептидазою зі 
зміненою націленістю. 

 
Таблиця 4 

 
Скринінг клональних клітинних ліній-кандидатів при впливі одиничної дози ендопептидаз зі 

зміненою націленістю Noc/A й Dyn/A 
 

Клітинна лінія Поглинання 30 нМ Noc/A Поглинання 80 нМ Dyn/A 

AGN P33 +++ НТ 

A10 – НТ 

D11 – НТ 

H1 – – 

H10 +++ – 

1D4 НТ – 

2E4 НТ – 

3D5 НТ – 

3G10 НТ – 

4D3 НТ – 

BB3 НТ – 

CC11 НТ – 

DF5 НТ – 

YB7 НТ – 

BE3 НТ – 

4B5 НТ – 

2B9 НТ + 

2F5 НТ + 

3B8 НТ + 

4C8 НТ + 

AC9 НТ + 

CD6 НТ + 

CE6 НТ + 

DD10 НТ + 

YB8 НТ + 

YF5 НТ + 

1E3 НТ ++ 

2D2 НТ ++ 

2D6 НТ ++ 

3D8 НТ ++ 

5C10 НТ ++ 

5F3 НТ ++ 



UA   104456   C2 

62 

Таблиця 4 
 

Скринінг клональних клітинних ліній-кандидатів при впливі одиничної дози ендопептидаз зі 
зміненою націленістю Noc/A й Dyn/A 

 

Клітинна лінія Поглинання 30 нМ Noc/A Поглинання 80 нМ Dyn/A 

BF8 НТ ++ 

BB10 НТ ++ 

CG8 НТ ++ 

CG10 НТ ++ 

DE7 НТ ++ 

1E11 НТ +++ 

AF4 НТ +++ 

DC4 НТ +++ 

 
НТ: Не Тестували  
-: немає поглинання; +: мінімальне поглинання; ++: помірне поглинання; +++: істотне 
поглинання 
 
2. Скринінг клітинних ліній-кандидатів на повнодозову відповідь. 
[0196] Стабільні клітинні лінії, ідентифіковані вище, згодом оцінювали, використовуючи 

повнодозову відповідь на відповідну ендопептидазу зі зміненою націленістю. Клітини з різних 
клітинних ліній висівали в 96-лункові планшети й піддавали впливу різних концентрацій Noc/A 5 

(0, 0,14 нМ, 0,4 нМ, 1,23 нМ, 3,7 нМ, 11,1 нМ, 33,3 нМ, і 100 нМ) або Dyn/A (0,017 нМ, 0,05 нМ, 
0,15 нМ, 0,45 нМ, 1,4 нМ, 4,1 нМ, 12 нМ, 37 нМ, 111 нМ, 333 нМ, і 1000 нМ) протягом 24 годин. 
Середовище, що містить ендопептидазу зі зміненою націленістю, видаляли й замінювали новим 
повним середовищем. Планшети інкубували ще протягом 24 годин в атмосфері 5 % CO2 при 37 
ºC для розщеплення SNAP-25. Клітини лізували в буфері для лізису (Таблиця 5) і 10 

центрифугували планшети для видалення залишків клітин. Лізати використовували у Вестерн-
блотінгу або в "сендвіч”-методі твердофазного ІФА. 

[0197] Для аналізу за допомогою Вестерн-блотінга зразки тестували як на наявність 
інтактної SNAP-25, так і на наявність продуктів розщеплення SNAP-25, як описано в Прикладі I. 

[0198] Для "сендвіч”-методу твердофазного ІФА, планшети для твердофазного ІФА, покриті 15 

моноклональними антитілами 2E2A6, блокували 150 мкл блокуючого буфера при кімнатній 
температурі протягом 2 годин. Після видалення блокуючого буфера, 25 мкл лізату клітин 
додавали в кожну лунку, і планшети інкубували при 4 ºC протягом 2 годин. Планшети тричі 
відмивали у ФБР-T й у нижній кут лунок додавали 25 мкл детектуючих антитіл α-SNAP25 pAb, 
маркованих складним-ефіром SULFO-TAG N-ГС у концентрації 5 мкг/мл в 2 % блокуючому 20 

реактиві у ФБР-T. Планшети запечатували й струшували при кімнатній температурі протягом 1 
години, після чого випливали три відмивання у ФБР-T. Після завершення відмивань, у кожну 
лунку додавали 150 мкл 1x буфера для зчитування, і планшет зчитували в пристрої для 
зчитування зображень SI6000. Для визначення чутливості кожної перевіреної клітинної лінії, для 
кожної клітинної лінії обчислювали величину EC50. Значення для ендопептидази зі зміненою 25 

націленістю Noc/A наведені в Таблиці 5. Тести на повнодозову відповідь на ендопептидазу зі 
зміненою націленістю Dyn/A виконували тільки на PC12 і клоні AF4. В обох випадках тест не 
досягав верхньої асимптоти, і обчислити EC50 було неможливо. Найбільш низька доза, яка 
викликала появу сигналу в клону AF4, становила 12 нМ для обох клітинних ліній. 

30 
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Таблиця 5 

 
Скринінг клітинних ліній-кандидатів при впливі повної дози ендопептидаз зі зміненою націленістю 

Noc/A й Dyn/A 
 

Клітинна лінія Опис Джерело 
EC50 

Поглинання 
Noc/A 

EC50 
Поглинання 

Dyn/A 

AGN P33 Нейробластома людини — 5-10 нМ НТ 

BE(2) -C Нейробластома людини ATCC CRL-2268 НТ НТ 

N18TG2 Нейробластома миші DSMZ ACC 103 НТ НТ 

N18 Нейробластома миші 
ECACC 
88112301 

>100 нМ НТ 

ND3 
Нейробластома миші/первинний 
неонатальний гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090901 

ДКВ НТ 

ND7/23 
Нейробластома миші/первинний 
гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090903 

>100 нМ НТ 

ND8 
Нейробластома миші/первинний 
неонатальний гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090904 

ДКВ НТ 

ND15 
Нейробластома миші/первинний 
неонатальний гібрид DRG пацюка 

ECACC 
92090907 

>100 нМ НТ 

Neuro-2a Нейробластома миші ATCC CCL-131 30 нМ НТ 

NG108-15 
Нейробластома миші/гібрид гліоми 
пацюка 

ECACC 
88112302 

НТ НТ 

PC12 Феохромоцитома пацюка ATCC CRL-1721 НТ >1000 нМ 

SH-SY5Y Нейробластома людини ATCC CRL-2266 НТ НТ 

SiMa Нейробластома людини DSMZ ACC 164 30 нМ НТ 

SiMa clone 
AF4 

Нейробластома людини — НТ >300 нМ 

SiMa clone H1 Нейробластома людини — >100 нМ НТ 

SiMa clone 
H10 

Нейробластома людини — 20 нМ НТ 

SK-N-BE(2) -C Нейробластома людини ATCC CRL-2271 НТ НТ 

SK-N-DZ Нейробластома людини ATCC CRL-2149 0. 5-2 нм НТ 

SK-N-F1 Нейробластома людини ATCC CRL-2142 >100 нМ НТ 

SK-N-SH Нейробластома людини 
ECACC 
86012802 

>100 нМ НТ 

 
НТ: Не тестували. 
ДКВ (детектована кількість відсутня): У даній клітинній лінії не було виявлено детектовану 
кількість SNAP-25. 
 
[0199] Використовуючи подібний підхід, можна проводити скринінг й оцінювати клональні 

клітинні лінії, що містять клітини, які мають родинні рецептори для інших ендопептидаз зі 
зміненою націленістю, на предмет поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю. 5 

Приклад III 
Оцінка впливу умов росту на поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю в клітинних 

лініях-кандидатах 
[0200] Наступний приклад ілюструє визначення умов культивування, росту й 

диференціювання для стабільних клітинних ліній, які максимізують поглинання ендопептидаз зі 10 

зміненою націленістю. 
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1. Ефекти клітинного диференціювання й трофічних факторів на поглинання ендопептидази 
зі зміненою націленістю клітинними лініями-кандидатами. 

[0201] Для визначення здатності клітинного диференціювання або присутності трофічних 
факторів у живильному середовищі покращувати поглинання ендопептидази зі зміненою 
націленістю, клітинні лінії, що демонструють істотне поглинання Noc/A, тестували на живильних 5 

середовищах різного складу. Клітинну культуру підходящої щільності маткового розчину 
культури SiMa P>30 досліджуваних клітинних ліній засівали в лунки 96-лункових планшетів для 
культур тканин, які містять 100 мкл середовища без сироватки, що містить RPMI1640, 1 % 
пеніцилін-стрептоміцин, 2 мМ L-глютамін, і підкріпленого B27, і N2, або 100 мкл середовища без 
сироватки, що містить RPMI1640, 1 % пеніцилін-стрептоміцин, 2 мМ L-глютамін, підкріпленого 10 

B27, N2 й NGF (фактор росту нервів, 100 нг/мл). Ці клітини вирощували в інкубаторі при 37 °C в 
атмосфері 5 % вуглекислого газу поки вони не диференціювалися, їх оцінювали за допомогою 
стандартних і рутинних морфологічних критеріїв, таких як припинення росту й вилучення 
невриту (приблизно 1 – 2 дні). Як контроль, клітинну культуру підходящої щільності з культури 
маткового розчину досліджуваної клітинної лінії засівали в лунки 96-лункових планшетів для 15 

культур тканин, які містять 100 мкл відповідного живильного середовища (Таблиця 1) з NGF 
(100 нг/мл) або без нього. Ці не диференційовані контрольні клітини вирощували в інкубаторі 
при 37 °C в атмосфері 5 % вуглекислого газу до досягнення бажаної щільності клітин(приблизно 
18 – 24 години). Середовище як від диференційованих так і від не диференційованих 
контрольних культур видаляли аспірацією з кожної лунки й заміняли новим середовищем, що 20 

містить або 0 (неопрацьований зразок) або різні концентрації Noc/A (0,14, 0,4, 1,23, 3,7, 11,1, 
33,3, і 100 нМ). Після обробки протягом 24 годин, клітини відмивали й інкубували протягом ще 
24 годин у середовищі без ендопептидази зі зміненою націленістю, щоб збільшити кількість 
одержаного SNAP-25197. Клітини відмивали й збирали для ECL "сендвіч»-методa ІФА як 
описано в Прикладі II. 25 

[0202] Ефекти трофічних факторів також тестували на клітинній лінії SK-N-DZ. Клітини SK-N-
DZ висівали в 96-лункові планшети, покриті полі-D-лізином, у кількості 25000 клітин на лунку, у 
восьми різних середовищах SM (Таблиця 6), і вирощували протягом 72 годин. Клітини 
обробляли в тих же самих восьми живильних середовищах ендопептидазою зі зміненою 
націленістю Noc/A у кількостях 0, 0,3 нМ, 3 нМ, і 30 нМ. Після 24-годинної обробки клітини 30 

відмивали й інкубували протягом 24 годин у середовищах без ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, щоб збільшити кількість одержуваних продуктів розщеплення SNAP-25197. Потім 
клітини відмивали й збирали для аналізу за допомогою Вестерн-блотінга як описано в Прикладі 
I. 

[0203] Диференціювання не мало ефекту на поглинання Noc/A у клітинній лінії SiMa >P30, у 35 

той час як воно, здається, покращувало поглинання в клітинній лінії SK-N-DZ. Базальні 
середовища мали істотний ефект на поглинання Noc/A у клітинній лінії SK-N-DZ, ці середовища 
з RPMI1640, що містять трофічні фактори N2 й B27, виявилися кращою комбінацією поглинання 
Noc/A. Наявність NGF у живильних середовищах здавалося, не покращувало поглинання в цих 
двох досліджуваних клітинних лініях. 40 

 
Таблиця 6 

 
Ефекти трофічних факторів і клітинного диференціювання на поглинання Noc/A клітинними 

лініями-кандидатами. 
 

Недиференційовані Диференційовані 
EC50 Поглинання Noc/A 

AGN P33 SK-N-DZ 

DMEM, 10 % ЕБС — НТ > 30 нМ 

DMEM, 10 % ЕБС, N2, B27 — НТ 3 нМ 

DMEM, 10 % ЕБС, N2, B27, NGF — НТ 3 нМ 

DMEM, 10 % ЕБС, N2, B27, РК — НТ >30 нМ 

RPMI1640, 10 % ЕБС  — НТ 10 нМ 

RPMI1640, 10 % ЕБС, N2, B27  — 7,2 нМ 1 нМ 

RPMI1640, 10 % ЕБС, N2, B27, 
NGF 

— 9,1 нМ 1 нМ 
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Таблиця 6 
 

Ефекти трофічних факторів і клітинного диференціювання на поглинання Noc/A клітинними 
лініями-кандидатами. 

 

Недиференційовані Диференційовані 
EC50 Поглинання Noc/A 

AGN P33 SK-N-DZ 

RPMI1640, 10 % ЕБС, N2, B27, РК — НТ 10 нМ 

— RPMI1640, N2, B27 10,2 нМ 1 нМ 

— RPMI1640, N2, B27, NGF 9,8 нМ 0,6 нМ 

 
NGF: фактор росту нервів; РК: ретиноєва кислота 
НТ: Не тестували 
 
[0204] Використовуючи подібний підхід, можна оцінювати умови росту й диференціювання 

для клональних клітинних ліній, що включають клітини, які мають родинні рецептори для інших 
ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

Приклад IV 5 

Розробка стабільних клітинних ліній, що експресують екзогенні рецептори ендопептидази зі 
зміненою націленістю. 

[0205] Наступний приклад ілюструє, створення стабільної клітинної лінії, що експресує 
екзогенний рецептор ендопептидази зі зміненою націленістю. 

1. Трансфікція рецептора-мішені в клітини, що включають клітинну лінію-кандидата. 10 

[0206] Ендопептидаза зі зміненою націленістю Noc/A включає ноцицептиновий націлюючий 
домен, який є природним лігандом рецептора, подібного до рецептора Опіоїдів – 1 (ORL-1). Для 
одержання експресійної конструкції, що включає відкриту рамку зчитування для ORL-1, 
експресійну конструкцію pReceiver-M02/ORL-1 одержали від GeneCopoeia (GeneCopoeia, 
Джермантаун, Меріленд). 15 

[0207] Як альтернатива, молекулу полінуклеотида, що відповідає амінокислотній 
послідовності ORL-1 (наприклад, послідовність амінокислот SEQ ID NO: 25 або SEQ ID NO: 26), 
можна синтезувати, за допомогою стандартних процедур (BlueHeron® Biotechnology, Бозел, 
Вашингтон). Олігонуклеотиди довжиною 20 – 50 пар основ синтезують, за допомогою 
стандартного фосфорамідитного синтезу. Ці олігонуклеотиди гібридизують у дуплекси, які 20 

лігують один з одним, для одержання повнорозмірної молекули полінуклеотида. Цю молекулу 
полінуклеотида клонують, за допомогою стандартних методів молекулярної біології, у вектор 
pUCBHB1 за сайтом SmaI, для одержання pUCBHB1/ORL-1. Синтезовану молекулу 
полінуклеотида досліджували секвенуванням за допомогою Big Dye Terminator™ Chemistry 3.1 
(Applied Biosystems, Фостер-Сіті, Каліфорнія) і секвенатора ABI 3100 (Applied Biosystems, 25 

Фостер-Сіті, Каліфорнія). При необхідності можна синтезувати молекулу полінуклеотида, 
основану на послідовності амінокислот ORL-1, оптимізовану із забезпеченням експресії 
(наприклад. послідовності амінокислот SEQ ID NO: 25 або SEQ ID NO: 26), для покращення 
експресії в штамах Escherichia coli. Молекулу полінуклеотида, що кодує ORL-1, можна змінити 
таким чином, щоб 1) вона містила синонімічні кодони, зазвичай присутні у власних молекулах 30 

полінуклеотидів штамів Escherichia coli; 2) вона мала вміст G+C, більш відповідне середньому 
вмісту G+C власних молекул полінуклеотидів зі штамів Escherichia coli; 3) зменшити 
полімононуклеотидні області, що знаходяться всередині молекули полінуклеотида; та/або 4) 
усунути внутрішні регуляторні або структурні сайти, що є присутніми усередині молекули 
полінуклеотида, див., наприклад, Lance E. Steward et al., Optimizing Expression of Active 35 

Botulinum Toxin Type A, публікація патенту США 2008/0057575 (6 березня 2008); and Lance E. 
Steward et al., Optimizing Expression of Active Botulinum Toxin Type E, публікація патенту США 
2008/0138893 (12 червня 2008). Як тільки завершили оптимізацію послідовності, 
олігонуклеотиди довжиною 20 – 50 пар основ синтезували за допомогою стандартного 
фосфорамідитного синтезу. Ці олігонуклеотиди гібридизували в дуплекси, і лігували один з 40 

одним, для утворення повнорозмірної молекули полінуклеотида. Цю молекулу полінуклеотида 
клонували, за допомогою стандартних способів молекулярної біології у вектор pUCBHB1 за 
сайтом Sma, для утворення pUCBHB1/ORL-1. Синтезовану молекулу полінуклеотида 
досліджували секвенуванням ДНК. При необхідності, можна зробити оптимізацію експресії для 
різних організмів, таких як, наприклад, штами дріжджів, клітинні лінії комах або ссавців, див., 45 
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наприклад, Steward, публікація патенту США 2008/0057575, див. вище, (2008); і Steward, 
публікація патенту США 2008/0138893, див. вище, (2008). Екземпляри молекул полінуклеотидів, 
що кодують ORL-1, включають SEQ ID NO: 61 й SEQ ID NO: 62. 

[01] Для побудови експресійної конструкції, що кодує ORL-1, pUCBHB1/ORL-1 розщеплюють 
ендонуклеазами рестрикції, які 1) вирізують молекулу полінуклеотида, яка кодує відкриту рамку 5 

зчитування ORL-1; і 2) дозволяють цій молекулі полінуклеотида функціонально зв'язатися з 
вектором pcDNA3 (Invitrogen, Inc., Карлсбад, Каліфорнія). Цю вставку субклонують за 
допомогою T4 ДНК лігази у вектор pcDNA3, який розщеплюють відповідними ендонуклеазами 
рестрикції, для одержання pcDNA3/ORL-1. Суміш лігаз використовують для трансформації 
електро-компетентних клітин E. coli BL21 (DE3) (Edge Biosystems, Гейтерсбург, Меріленд) 10 

методом електропорації, і клітини висівають на чашки Лурія-Бертані (pН 7,0) з 1,5 % агаром, що 
містять 50 мкг/мл ампіциліну, і поміщають в інкубатор на 37 °C для росту протягом ночі. 
Бактерії, що містять експресійну конструкцію, ідентифікують як стійкі до ампіциліну колонії. 
Конструкції-кандидати виділять, за допомогою міні виділення плазміди способом лужного 
лізису, і аналізують картуванням за допомогою розщеплення ендонуклеазами рестрикції, для 15 

визначення наявності й орієнтації вставки. Ця стратегія клонування призведе до одержання 
експресійної конструкції pcDNA3, яка включає молекулу полінуклеотида, що кодує ORL-1. 

[0208] Ендопептидаза зі зміненою націленістю Dyn/A включає динорфіновий націлюючий 
домен, який є природним лігандом k-опіоїдного рецептора (KOR). Для одержання експресійної 
конструкції, що включає відкриту рамку зчитування для ORL-1, експресійну конструкцію 20 

pReceiver-M02/KOR-1 одержали від GeneCopoeia (GeneCopoeia, Джермантаун, Меріленд). Як 
альтернатива, експресійні конструкції, що кодують KOR, можна синтезувати й субклонувати для 
одержання експресійної конструкції pcDNA3.1/KOR за допомогою підходу, подібного описаному 
вище. Екземпляри амінокислотних послідовностей KOR включають SEQ ID NO: 29 й SEQ ID NO: 
30; приклади молекул полінуклеотидів, що кодують KOR, включають SEQ ID NO: 65 й SEQ ID 25 

NO: 66. 
[0209] Подібні стратегії клонування можна використовувати, для створення експресійних 

конструкцій, що кодують інші рецептори до ендопептидаз зі зміненою націленістю, таких як, 
наприклад, pcDNA3.1/DOR або pcDNA3.1/MOR, pcDNA3.1/Galanin рецептор 1, pcDNA3.1/Galanin 
рецептор 2, або pcDNA3.1/Galanin рецептор 3. Приклади амінокислотних послідовностей DOR 30 

включають SEQ ID NO: 27 й SEQ ID NO: 28; приклади амінокислотних послідовностей MOR 
включають SEQ ID NO: 31 приклади амінокислотних послідовностей рецептора Galanin 1 
включають SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, і SEQ ID NO: 138; приклади амінокислотних 
послідовностей рецептора Galanin 2 включають SEQ ID NO: 139; приклади амінокислотних 
послідовностей рецептора Galanin 3 включають SEQ ID NO: 140. Приклади молекул 35 

полінуклеотидів, що кодують DOR, включають SEQ ID NO: 63 й SEQ ID NO: 64; приклади 
молекул полінуклеотидів, що кодують MOR, включають SEQ ID NO: 67; приклади молекул 
полінуклеотидів, що кодують рецептор Galanin 1, включають SEQ ID NO: 141, SEQ ID NO: 142, і 
SEQ ID NO: 143; приклади молекул полінуклеотидів, що кодують рецептор Galanin 2, включають 
SEQ ID NO: 144; приклади молекул полінуклеотидів, що кодують рецептор Galanin 3, включають 40 

SEQ ID NO: 145. 
[0210] Для введення експресійної конструкції, що кодує рецептор ендопептидази зі зміненою 

націленістю, клітинні лінії трансфікували експресійною конструкцією, що кодує рецептор 
ендопептидази зі зміненою націленістю. Для трансфікції клітинної лінії опіоїдним або подібним 
опіоїдному рецептором, клітини клітинної лінії-кандидата щільністю 1×10

7
 засівали в колбу T175, 45 

покриту Колагеном IV, і вирощували при 37 °C в атмосфері 5 % вуглекислого газу, поки клітини 
не досягали бажаної щільності. 4.2 мл розчину для трансфікції готували шляхом додавання 4 
мл відновлюваного живильного середовища OPTI-MEM на основі сироватки, що містить 200 мкл 
LipofectAmine 2000 (Invitrogen, Карлсбад, Каліфорнія), інкубованого при кімнатній температурі 
протягом 5 хвилин, до 4 мл відновлюваного живильного середовища OPTI-MEM на основі 50 

сироватки, що містить 20 мкг pReceiver-M02/ORL-1 або 20 мкг pReceiver-M02/KOR-1. Цю 
трансфікцію інкубували при кімнатній температурі протягом приблизно 20 хвилин. Середовище 
замінювали на 8 мл нового середовища без сироватки й антибіотиків, і до клітин додавали 
розчину для трансфікції. Клітини вирощували в інкубаторі при 37 °C в атмосфері 5 % 
вуглекислого газу протягом приблизно 16-18 годин. Середовище для трансфікції замінювали 55 

новим середовищем, клітини вирощували в інкубаторі при 37 °C в атмосфері 5 % вуглекислого 
газу. Через 24 години середовище замінювали новим середовищем, що містить антибіотик 
G418 у концентрації 1 мг/мл (селективне середовище), і клітини інкубували протягом 7 днів. 
Селективне середовище заміняли щотижня протягом у цілому 4 тижнів (близько 90 % клітин 
загинули й були вилучені під час щотижневих замін середовища). 60 
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[0211] Клітинні лінії-кандидати, трансфіковані рецептором ORL-1, включали SiMa >P30, 
ND15, ND7, NG108-T15 і клітинні лінії SK-N-DZ. Клітинні лінії-кандидати, трансфіковані 
рецептором KOR-1, включали SiMa, SiMa>P30, ND15, ND7, NG108-T15 і клітинні лінії SK-N-DZ. 
Трансфіковані клітини NG108-T15 не перенесли селекції на G418. 

2. Скринінг стабільно трансфікованих клітинних ліній на одиничну дозу й дозову відповідь за 5 

допомогою молекул ендопептидаз зі зміненою націленістю. 
[0212] Клітини з трансфікованих і відібраних клітинних ліній-кандидатів з попереднього 

розділу засівали в 96-лунковий, покритий полі-D-лізином, або Колагеном IV, планшет у кількості 
1 × 105 клітин/лунку в середовищі RPMI1640, що містить N2 і добавки B27, і NGF (50-100 нг/мл) і 
вирощували протягом 20±4 годин до обробки складом. Потім клітини, стабільно трансфіковані 10 

рецептором ORL-1, обробляли ендопептидазою зі зміненою націленістю Noc/A у концентрації 
30 нМ у тому ж самому середовищі протягом 24±2 годин, за винятком клітинної лінії SK-N-DZ, 
яку обробляли 10 нМ ендопептидази зі зміненою націленістю. Клітини лізували в 120 мкл 
лізуючого буфера, і 20 мкл лізату змішували з 2 x ДСН буфером для аналізу за допомогою 
Вестерн-блотінга, який проводили як описано в Прикладі I. Всі лінії клітин показали підвищене 15 

поглинання складу Noc/A зі зміненою націленістю, після трансфікції рецептором ORL-1 
(Таблиця 7). 

 
Таблиця 7. 

 
Стабільно трансфіковані ORL-1 клітинні лінії, протестовані за допомогою ендопептидази зі 

зміненою націленістю Noc/A 
 

Клітинна лінія Опис 
 % Розщепленого SNAP25 при 30 нМ 

Нетрансфіковані Трансфіковані 

AGN P33 Нейробластома Людини 20 % 40 % 

SK-N-DZ  Нейробластома Людини 25 % при 10 нМ 40 % при 10 нМ 

ND7 
Нейробластома Миші й 
гібрид клітин DRG 
пацюка 

10 % 42 % 

ND15 
Нейробластома Миші й 
гібрид клітин DRG 
пацюка 

8 % 20 % 

NG108-T15 
Нейробластома 
миші/гібрид гліоми 
пацюка 

Клітини не виживають Клітини не виживають 

 
[0213] Клітини із трансфікованих і відібраних клітинних ліній-кандидатів з попереднього 20 

розділу засівали в 96-лунковий планшет, покритий полі-D-лізином, або Колагеном IV, у кількості 
1 × 105 клітин/лунку в середовищі RPMI1640, що містить 10 % ЕБС і добавок N2 й B27 і 
вирощували протягом 20±4 годин до обробки складом. Клітини, стабільно трансфіковані 
рецептором KOR-1, обробляли ендопептидазою зі зміненою націленістю Dyn/A у концентрації 
100 нМ в тому ж самому середовищі протягом 24±2 годин. Клітини лізували в 120 мкл лізуючого 25 

буфера, і 20 мкл лізату змішували з 2 x ДСН буфером для аналізу за допомогою Вестерн-
блотінга, який проводили як описано в Прикладі I. Всі лінії клітин показали збільшення 
поглинання складу Dyn/A зі зміненою націленістю після трансфікції людським рецептором KOR-
1. 

3. Селекція стабільно трансфікованих клональних клітинних ліній, що проявляють високу 30 

чутливість, способом серійних розведень 
[0214] Наступний приклад ілюструє, як ідентифікувати клональні клітини зі стабільно 

трансфікованої стабільної клітинної лінії, які сприйнятливі до дії ендопептидази зі зміненою 
націленістю або мають здатність до поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю. 

[0215] Для клонування єдиної клітини з відібраних клітин, описаних вище, використовувався 35 

метод клонування клітинної лінії способом обмежуючого розведення. Клітини обробляли 
трипсином, рахували, розводили до концентрації 0,5-1 клітин на 100 мкл, і висівали по 100 мкл 
на лунку на селективні середовища в п'ятьох 96-лункових планшетах покритих полі-D-лізином. 
Клітини інкубували більше 2 тижнів, поки на дні лунок не сформувалися колонії. Відмічали 
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позитивні колонії, що утворюються з єдиних клітин. Фотографії клонів робили за допомогою 
камери мікроскопа. Клітини з лунок з єдиним клоном вирощували протягом ще одного тижня й 
переносили в 24-лункові планшети через приблизно через 4 тижні від початку клонування. 

[0216] Головним критерієм, який використовується для добору позитивних клонів, був рівень 
розщеплення SNAP-25 після обробки Noc/A або Dyn/A, який вимірювали за допомогою аналізу 5 

методом Вестерн-блотінга з антитілами, які розпізнають як інтактний, так і розщеплений антиген 
SNAP-25. Клони, надекспресуючі ORL-1, тестували з 10 нМ, і 30 нМ ендопептидази зі зміненою 
націленістю Noc/A протягом ночі, як тільки з'являлася достатня кількість клітин (Таблиця 8). 
Клони, надекспресуючі KOR-1, тестували з 100 нМ ендопептидази зі зміненою націленістю 
Dyn/A, протягом ночі (Таблиця 9). Крім того, клони, надекспресуючі KOR-1, тестували за 10 

допомогою тесту зв'язування Динорфіну, як описано в Прикладі I. 
 

Таблиця 8 
 

Скринінг на одиничну дозу стабільно трансфікованих ORL-1 клональних клітинних ліній-
кандидатів за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A 

 

Клітинна лінія Номер клону 
Поглинання при 10 

нМ Noc/A 

Поглинання 
при 30 нМ 

Noc/A 

Повторний 
скринінг при 1 нМ 
(% розщеплення) 

AGN P33 1 + + 28 % 

AGN P33 2 ++ +++ 50 % 

AGN P33 3 – + НТ 

AGN P33 4 АЛЕ АЛЕ НТ 

AGN P33 5 - + 31 % 

AGN P33 6 ++ +++ 60 % 

AGN P33 7 + + 14 % 

AGN P33 8 + + НТ 

AGN P33 9 + + 38 % 

AGN P33 10 + ++ 29 % 

AGN P33 11 + + НТ 

AGN P33 12 + + 27 % 

ND7 1C11 НТ ++ НТ 

ND7 2F3 НТ – НТ 

ND7 1D10 НТ – НТ 

ND7 1F9 НТ – НТ 

ND7 1G10 НТ – НТ 

ND7 2D8 НТ – НТ 

ND7 2E2 НТ – НТ 

ND7 4B7 НТ +++ НТ 

ND7 3C11 НТ – НТ 

ND7 3C3 НТ + НТ 

ND7 3E8 НТ – НТ 

ND7 3E11 НТ – НТ 

ND7 2G3 НТ – НТ 

ND7 4D5 НТ + НТ 

ND7 4D8 НТ + НТ 

ND7 4C8 НТ – НТ 
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Таблиця 8 
 

Скринінг на одиничну дозу стабільно трансфікованих ORL-1 клональних клітинних ліній-
кандидатів за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A 

 

Клітинна лінія Номер клону 
Поглинання при 10 

нМ Noc/A 

Поглинання 
при 30 нМ 

Noc/A 

Повторний 
скринінг при 1 нМ 
(% розщеплення) 

ND7 4C9 НТ +++ НТ 

ND7 4E8 НТ + НТ 

ND7 2E6 НТ ++ НТ 

ND7 4F4 НТ +++ НТ 

ND7 5D6 НТ – НТ 

ND7 5G3 НТ – НТ 

ND7 4D5 НТ ++ НТ 

ND15 1C10 НТ + НТ 

ND15 1F10 НТ ++ НТ 

ND15 2D8 НТ ++ НТ 

ND15 2E11 НТ – НТ 

ND15 2F4 НТ ++ НТ 

ND15 2F10 НТ ++ НТ 

ND15 2F11 НТ – НТ 

ND15 3C4 НТ + НТ 

ND15 3C7 НТ ++ НТ 

ND15 3E8 НТ +++ НТ 

ND15 4C8 НТ + НТ 

ND15 4D8 НТ + НТ 

SK-N-DZ №2 – – НТ 

SK-N-DZ №4 – – НТ 

SK-N-DZ №5 +++ ++ НТ 

SK-N-DZ №6 НТ ++ НТ 

SK-N-DZ №7 + НТ НТ 

SK-N-DZ №8 – НТ НТ 

SK-N-DZ №9 + НТ НТ 

SK-N-DZ №10 – НТ НТ 

SK-N-DZ №11 + +++ НТ 

SK-N-DZ №12 – НТ НТ 

SK-N-DZ №14 ++ НТ НТ 

SK-N-DZ №16 – НТ НТ 

SK-N-DZ №17 + +++ НТ 

SK-N-DZ №19 + +++ НТ 

SK-N-DZ №20 – НТ НТ 

SK-N-DZ №23 НТ ++ НТ 

SK-N-DZ №25 – НТ НТ 

SK-N-DZ №26 – ++ НТ 
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Таблиця 8 
 

Скринінг на одиничну дозу стабільно трансфікованих ORL-1 клональних клітинних ліній-
кандидатів за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A 

 

Клітинна лінія Номер клону 
Поглинання при 10 

нМ Noc/A 

Поглинання 
при 30 нМ 

Noc/A 

Повторний 
скринінг при 1 нМ 
(% розщеплення) 

SK-N-DZ №27 + НТ НТ 

SK-N-DZ №28 ++ + НТ 

SK-N-DZ №30 ++ НТ НТ 

SK-N-DZ №31 – НТ НТ 

SK-N-DZ №32 ++ ++ НТ 

SK-N-DZ №33 + НТ НТ 

SK-N-DZ №34 +++ НВ НТ 

SK-N-DZ №35 + ++ НТ 

SK-N-DZ №36 – НТ НТ 

SK-N-DZ №37 +++ ++ НТ 

SK-N-DZ №42 – НТ НТ 

SK-N-DZ №43 + ++ НТ 

 
НВ: Не визначено; НТ: Не тестували.  
-: немає поглинання; +: мінімальне поглинання; ++: помірне поглинання; +++: істотне 
поглинання 
 

Таблиця 9 
 

Скринінг на одиничну дозу стабільно трансфікованих KOR-1 клональних клітинних ліній-
кандидатів за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю Dyn/A 

 

Клітинна лінія Номер клону 
Поглинання при 
100 нМ Dyn/A 

Зв'язування при 
100 нМ Dyn 

Відібрані для 
подальшого 
тестування 

SiMa  2 – – Немає 

SiMa 6 + + Немає 

SiMa 8 + + Немає 

SiMa 12 +++ ++ Так 

SiMa 14 ++ ++ Немає 

SiMa 20 + ++ Немає 

SiMa 25 ++ ++ Немає 

AGN P33 1 +++ + Так 

AGN P33 3 ++ + Немає 

AGN P33 5 ++ + Так 

AGN P33 6 ++ + Немає 

AGN P33 7 +++ + Так 

AGN P33 8 ++ + Так 

AGN P33 9 +++ + Так 

AGN P33 10 +++ + Так 
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Таблиця 9 
 

Скринінг на одиничну дозу стабільно трансфікованих KOR-1 клональних клітинних ліній-
кандидатів за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю Dyn/A 

 

Клітинна лінія Номер клону 
Поглинання при 
100 нМ Dyn/A 

Зв'язування при 
100 нМ Dyn 

Відібрані для 
подальшого 
тестування 

AGN P33 11 ++ + Немає 

AGN P33 12 +++ + Так 

AGN P33 14 + + Немає 

AGN P33 16 ++ + Немає 

AGN P33 17 +++ + Так 

AGN P33 21 + ++ Немає 

ND7 A1 + + Немає 

ND7 A2 – – Немає 

ND7 A3 – – Немає 

ND7 A4 – – Немає 

ND7 A5 – – Немає 

ND7 A6 – – Немає 

ND7 A7 – – Немає 

ND7 A8 – – Немає 

ND7 A9 – – Немає 

ND7 A10 – – Немає 

ND7 A11 – – Немає 

ND7 A12 +++ +++ Так 

ND7 B1 – – Немає 

ND7 B2 – – Немає 

ND7 B3 – – Немає 

ND7 B4 – – Немає 

ND7 B5 + + Так 

ND7 B6 – – Немає 

ND7 B7 – – Немає 

ND7 B8 – – Немає 

ND7 B9 – – Немає 

ND7 B10 – – Немає 

ND7 B11 – – Немає 

ND7 B12 – – Немає 

ND7 C1 – – Немає 

ND7 C2 – – Немає 

ND7 C3 – – Немає 

ND7 C4 – – Немає 

ND7 C5 – – Немає 

ND7 C6 + + Немає 

ND7 C7 – – Немає 
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Таблиця 9 
 

Скринінг на одиничну дозу стабільно трансфікованих KOR-1 клональних клітинних ліній-
кандидатів за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю Dyn/A 

 

Клітинна лінія Номер клону 
Поглинання при 
100 нМ Dyn/A 

Зв'язування при 
100 нМ Dyn 

Відібрані для 
подальшого 
тестування 

ND7 C8 – – Немає 

ND7 C9 – – Немає 

ND7 C10 – – Немає 

ND7 C11 – – Немає 

ND7 C12 – – Немає 

ND7 D1 – – Немає 

ND7 D2 – – Немає 

ND7 D3 – – Немає 

ND7 D4 – – Немає 

ND7 D5 – – Немає 

ND7 D6 ++ ++ Так 

ND7 D7 ++ ++ Так 

ND7 D8 – – Немає 

ND7 D9 – – Немає 

ND7 D10 – – Немає 

ND7 D11 – – Немає 

ND7 D12 – – Немає 

ND7 E1 – – Немає 

ND7 E2 – – Немає 

ND7 E3 – – Немає 

ND7 E4 – – Немає 

ND7 E5 – – Немає 

ND7 E6 – – Немає 

ND7 E7 – – Немає 

ND7 E8 – – Немає 

ND7 E9 – – Немає 

ND7 E10 – – Немає 

ND7 E11 – – Немає 

ND7 E12 ++ ++ Так 

ND7 F1 – – Немає 

ND7 F2 – – Немає 

ND7 F3 – – Немає 

ND7 F4 – – Немає 

ND15 A1 – – Немає 

ND15 A2 – – Немає 

ND15 A3 + – Немає 

ND15 A4 + – Немає 
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Таблиця 9 
 

Скринінг на одиничну дозу стабільно трансфікованих KOR-1 клональних клітинних ліній-
кандидатів за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю Dyn/A 

 

Клітинна лінія Номер клону 
Поглинання при 
100 нМ Dyn/A 

Зв'язування при 
100 нМ Dyn 

Відібрані для 
подальшого 
тестування 

ND15 A5 – – Немає 

ND15 A6 ++ – Немає 

ND15 A7 ++ – Немає 

ND15 A8 ++ – Немає 

ND15 A9 + – Немає 

ND15 A10 + – Немає 

ND15 A11 – – Немає 

ND15 A12 – – Немає 

ND15 B1 – – Немає 

ND15 B2 ++ – Немає 

ND15 B3 – – Немає 

ND15 B4 – – Немає 

ND15 B5 +++ – Так 

ND15 B6 + – Немає 

ND15 B7 – – Немає 

ND15 B8 – – Немає 

ND15 B9 – – Немає 

ND15 B10 – – Немає 

ND15 B11 – – Немає 

ND15 B12 – – Немає 

ND15 C1 – – Немає 

ND15 C2 +++ + Так 

ND15 C3 – – Немає 

ND15 C4 – – Немає 

ND15 C5 + НТ Немає 

ND15 C6 +++ НТ Так 

SK-N-DZ №11 НТ НТ НВ 

 
НВ: Не визначено; НТ: Не тестували.  
-: немає поглинання; +: мінімальне поглинання; ++: помірне поглинання; +++: істотне 
поглинання 
 
4. Скринінг стабільно трансфікованих клональних клітинних ліній на дозову відповідь за 

допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю 
[0217] Стабільно трансфіковані клональні клітинні лінії-кандидати з розділу 3, що показують 

істотне поглинання ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A досліджували в тесті на 5 

повнодозову відповідь, для визначення чутливості до ендопептидази зі зміненою націленістю 
Noc/A та її ефективності. Клітини засівали в 96-лункові, покриті полі-D-лізином, або Колагеном 
IV, планшети в кількості 1 × 105 клітин/лунку в середовищі RPMI1640, що містить добавки N2, 
B27 й NGF (50-100 нг/мл) і вирощували 20±4 годин до обробки складом. Клітини з батьківської 
клітинної лінії AGN P33 і клональної клітинної лінії ND7 обробляли 0, 0,14 нМ, 0,4 нМ, 1,23 нМ, 10 
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3,7 нМ, 11,1 нМ, 33,3 нМ й 100 нМ Noc/A у тому ж самому середовищі протягом 24 годин плюс 
інкубували 24 години на середовищі без ендопептидази зі зміненою націленістю, щоб допустити 
розщеплення SNAP-25. Клітини з батьківської клітинної лінії AGN P33 також обробляли 0, 0,03 
нМ, 0,08 нМ, 0,24 нМ, 0,74 нМ, 2,22 нМ, 6,67 нМ й 20 нМ Noc/A у тому ж самому середовищі 
протягом 24 годин плюс інкубували 24 години на середовищі без ендопептидази зі зміненою 5 

націленістю, щоб допустити розщеплення SNAP-25. Середовище видаляли, клітини відмивали й 
лізували для дослідження "сендвіч»-методом ІФА з посиленою хемілюмінесценцією як 
деталізовано в Прикладі II. Дані від батьківської клітинної лінії AGN P33 і клональних клітинних 
ліній, стабільно трансфікованих рецептором ORL-1, наведені в Таблиці 10. Клони №2 й №6 
продемонстрували кращу чутливість до ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A та її 10 

більш високу ефективність, ніж батьківська клітинна лінія. Більше того, збільшена чутливість 
нових клональних клітинних ліній дозволила використовувати більш низькі концентрації для 
дозової відповіді, підтверджуючи, що нові клональні клітинні лінії більш чутливі. 

 
Таблиця 10 

 
Зведена таблиця значень співвідношення сигналу до шуму (С/Ш) і EC50 трьох найбільш чутливих 

клонів, надекспресуючих ORL-1 на фоні клітинної лінії AGN P33. 
 

 Батьківська лінія Клон 2 Клон 6 Клон 8 

Співвідношення С/Ш 
0,03 нМ/BK 

 41 26 1,8 

Співвідношення С/Ш 
20 нМ/BK 

 259 522 33,1 

Співвідношення С/Ш 
0,14 нМ/BK 

    

Співвідношення С/Ш 
100 нМ/BK 

    

EC50 (нМ) 6,8±1,1 0,6±0,1 0,7±0,07 0,3±0,2 

 15 

[0218] Дані від батьківських клітинних ліній ND7 і клональних клітинних ліній, стабільно 
трансфікованих рецептором ORL-1, наведені в Таблиці 11. Всі протестовані клони 
продемонстрували покращену чутливість до ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A й її 
більшу ефективність у порівнянні з батьківською клітинною лінією ND7. Клони 4B7, 1E6, і 1C11 
виявилися самими чутливими й мали значення EC50 нижче 10 пМ. 20 

 
Таблиця 11 

 
Зведена таблиця значень співвідношення сигналу до шуму (С/Ш) і EC50 шести найбільш 

чутливих клонів, надекспресуючих ORL-1 на фоні клітинної лінії ND7. 
 

 
Батьківська 

лінія 
1C11 4B7 4C9 4F4 1E6 3E9 

Співвідношення С/Ш 
0,14 нМ/BK 

1,7 9,3 11,1 5,3 3,6 5,8 5,1 

Співвідношення С/Ш 
100 нМ/BK 

53 217 243 126 169 123 121 

EC50 (нМ) >50 8,6±2 5,7±0,5 33±11 24±5 6,7±1 >30 нМ 

 
[0219] У таблиці 12 наведені результати, одержані від виробництва й тестування клональних 

клітинних ліній, надекспресуючих рецептор ORL-1 на фоні різних клітинних ліній. 
25 
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Таблиця 12 

 
Огляд клональних клітинних ліній, які надекспресують рецептор ORL-1 людини, протестованих 

за допомогою Noc/A 
 

Вихідна 
клітинна 

лінія 
Вид 

Стабільні клітинні лінії, 
протестовані з повною дозою 

Noc/A 
EC50 (нМ) 

AGN P33 Нейробластома людини 
Три 
 

0,6-2,5 

ND7 
Нейробластома пацюки й 
гібрид DRG 

Шість 3,7-8 

SK-N-DZ Нейробластома людини 
Немає (сім стабільних клонів 
відібрані для подальшого 
дослідження) 

Н/п 

 
Приклад V 
Одержання клональних клітинних ліній з батьківської клітинної лінії SK-N-DZ 
[0220] Наступний приклад ілюструє ідентифікацію клітин клонів з батьківської стабільної 5 

клітинної лінії, які сприйнятливі до інгібування екзоцитозу за допомогою ендопептидази зі 
зміненою націленістю або мають здатність поглинати ендопептидазу зі зміненою націленістю. 

1. Виділення клональних клітинних ліній 
[0221] Під час вивчення клітинної лінії SK-N-DZ ми виявили, що клітини, які складають цю 

стабільну клітинну лінію, містили клітини принаймні п'яти різних фенотипів. Для визначення, чи 10 

відповідає який-небудь із цих фенотипів клітин за сприйнятливість цієї клітинної лінії до 
інгібування екзоцитозу за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю, проводили два 
різних скринінги способом обмежуючого розведення, в результаті чого одержували одиночні 
колонії клітин кожного фенотипу. 

[0222] Культуру клітин підходящої щільності з маткового розчину культури SK-N-DZ 15 

вирощували в колбі Т175, покритій Колагеном IV, що містить DMEM, 10 % ембріональну бичачу 
сироватку (інактивовану високою температурою), 0,1 мМ незамінних амінокислот, 10 мМ 
HEPES, 1 мМ пірувату натрію, 100 од/мл пеніциліну, 100 мкг/мл стрептоміцину. Після другого 
пересівання клітини обробляли трипсином, для одержання клітинної суспензії, і визначали 
концентрацію клітин. Приблизно 4,0 × 106 клітин із цієї суспензії переносили в пробірку на 50 мл 20 

і розділяли на одиночні клітини інтенсивним пропусканням декілька раз через голку розміром 
18.5, за допомогою шприца на 10 мл. Клітини із цієї розділеної одноклітинної суспензії 
розбавляли до концентрації 0,2 × 10

6
 клітин/мл, додаванням 15 мл нового живильного 

середовища, й 2,5 мкл цього розведення додавали до 50 мл нового живильного середовища 
для одержання концентрації 10 клітин/мл. 100 мкл живильного середовища із цього кінцевого 25 

розведеного маткового розчину культури додавали в кожну лунку 96-лункових планшетів, 
покритих Колагеном IV, і клітини вирощували в інкубаторі при 37 °C в атмосфері 5 % 
вуглекислого газу без струшування протягом чотирьох тижнів. Чотири 96-лункові планшети 
використовували для аналізу. Через чотири тижні кожну лунку досліджували під мікроскопом 
для ідентифікації зростаючих одиничних колоній, і в лунку до кожної знайденої колонії додавали 30 

100 мкл нового живильного середовища клітини, вирощували в інкубаторі при 37 °C в 
атмосфері 5 % вуглекислого газу без струшування протягом двох тижнів. Ще через два тижні 
росту, одиничні колонії, що ростуть, обробляли трипсином і переносили в нові 96-лункові 
планшети для наступного росту. Як тільки колонії виростали відповідно до візуального 
спостереження приблизно до 1000 клітин, їх обробляли трипсином, і кожну клітинну суспензію 35 

переносили в нову лунку 24-лункового, покритого Колагеном IV, планшету. Клітини вирощували 
в інкубаторі при 37 °C в атмосфері 5 % вуглекислого газу в новому живильному середовищі, що 
поповнювалося при необхідності кожні 2-3 дні. Клітини вирощували, поки культура не досягала 
приблизно 60 % змикання або більше, при цьому їх обробляли трипсином, і кожну клітинну 
суспензію переносили в покриту Колагеном IV колбу площею 25 см

2
, на основі змикання клітин в 40 

24-лунковому планшеті. Клітини вирощували в інкубаторі при 37 °C в атмосфері 5 % 
вуглекислого газу в новому живильному середовищі, що поповнювалося кожні 2-3 дня, при 
необхідності. Як тільки клітини в колбі досягли змикання 70-80 %, їх заморожували й зберігали в 
рідкому азоті до дослідження на сприйнятливість до інгібування екзоцитозу ендопептидазою зі 
зміненою націленістю Noc/A. З 384 колоній спочатку виділених з обох скринінгів, на основі 45 
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критеріїв життєздатності й росту, відібрали 24 клональних клітинні лінії, їх вирощували для 
наступних процедур скринінга. З них виділили 12 швидко зростаючих клітинних ліній. 

2. Первинний скринінг чутливості клітин із клональної клітинної лінії до активності 
ендопептидази зі зміненою націленістю за допомогою ендопептидази зі зміненою націленістю. 

[0223] Для визначення, чи сприйнятливі клітини із клональної клітинної лінії до активності 5 

ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A, первинний скринінг проводили, за допомогою 
імунологічного способу визначення активності ендопептидази. 

[0224] Тринадцять клонів SK-N-DZ (№3, №4, №5, №8, №9, №10, №13, №15, №16, №17, 
№18, №22, і №23) плюс батьківські клітини SK-N-DZ висівали в 96-лунковий планшет (число 
клітин на лунку невідоме) в EMEM, 10 % ЕБС, 1 × 27, і 1 × 2 й інкубували протягом ночі. Клітини 10 

обробляли Noc/A у концентрації 1 нМ протягом 24 годин. Клітини лізували в 100 мкл лізуючого 
буфера протягом 20 хвилин і центрифугували при 4000 об/хв протягом 20 хвилин. До 50 мкл 
лізату додавали п'ятдесят мікролітрів 2x ДСН буфера для зразків і нагрівали до 95 o протягом 5 
хвилин. Десять мікролітрів білкових зразків завантажували у лунку 12 % гелю NuPage і 
проводили аналіз за допомогою Вестерн-блотінга як описано в Прикладі I. Оцінка кількості 15 

загального SNAP-25 і розщепленого SNAP-25 показала, що клони №3, №8, №15, і №22 здатні 
до поглинання Noc/A, принаймні, як батьківські клітини. Обробка для тесту на повнодозову 
відповідь й аналіз за допомогою "сендвіч»-методом ІФА з посиленою хемілюмінесценцією 
проводилися після того як кількість клітин збільшили. 

3. Вторинний скринінг на відповідь клональних клітинних ліній за допомогою молекул 20 

ендопептидази зі зміненою націленістю. 
[0225] Для визначення, чи сприйнятливі клітини із клональної клітинної лінії до активності 

ендопептидази зі зміненою націленістю Noc/A, проводили вторинний скринінг, за допомогою 
імунологічного способу визначення активності ендопептидази. 

[0226] Для подальшого порівняння цих клонованих клітинних ліній SK-N-DZ, проводили ECL 25 

«сендвіч»-методу ІФА. П'ять клонів (№3, №9, №15, №16, №22) плюс батьківські клітини SK-N-
DZ засівали в 96-лункові, покриті полі-D-лізином, планшети, по клітинній лінії на планшет, у 
кількості 25000 клітин на лунку в середовищі, RPMI 1640 з 10 % ЕБС, 1x B27, і 1x N2 (без NGF) і 
вирощували протягом вихідних. Клітини обробляли Noc/A у дозах від 0 до 20 нМ (0, 0,03, 0,08, 
0,24, 0,74, 2,22, 6,67, 20 нМ) протягом 24 годин. Кількісно розщепленого SNAP-25197 визначали 30 

способом ECL ІФА як описано в Прикладі I. 
[0227] У таблиці 13 наведені значення EC50 і співвідношення сигнал-шум для п'яти клонів та 

їх батьківської клітинної лінії. У порівнянні з батьківською клітинною лінією, клони №16 й №22 
демонстрували подібні значення EC50 (~ 2 нМ), а три клони, названі №3, №9, і №15, 
демонстрували менші значення EC50 (<1 нМ). Однак, загальний сигнал від розщепленого 35 

SNAP-25 був вище в клонах №3, №22 і батьківських клітинах. Клони №9, №16, і №15 мали 
більш низький загальний рівень сигналу в порівнянні з іншими клітинними лініями. 

 
Таблиця 13 

 
Зведена таблиця значень співвідношення сигналу до шуму (С/Ш) і EC50 п'яти клонів, одержаних 

із клітин SK-N-DZ за допомогою клонування шляхом обмежуючого розведення. 
 

 
Батьківська 

лінія 
3 9 19 16 22 

Співвідношення С/Ш 
0,03 нМ/BK 

2 3 2 2 2 3 

Співвідношення С/Ш 
20 нМ/BK 

19 27 12 8 14 20 

EC50 (нМ) 2,6±1,5 0,8±0,07 0,7±0,04 0,6±0,1 2,2±0,8 1,9±0,6 

 
[0228] Умови обробки Noc/A клонів SK-N-DZ оптимізовували, і проводили аналіз, що 40 

порівнює клони №3, №15, №22, і гетерогенну батьківську клітинну лінію SK-N-DZ. У Таблиці 14 
показані результати порівняння й продемонстровано, що оптимізація аналізу сильно покращила 
співвідношення сигнал-шум. Клони №3 й №22 відбирали для подальшої розробки аналізу, 
оскільки вони мають чудову чутливість й ефективністю. 

45 
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Таблиця 14 

 
Зведена таблиця значень співвідношення сигналу до шуму (С/Ш) і EC50 трьох клонів, одержаних 

із клітин SK-N-DZ з використання оптимізованих умов. 
 

 Батьківська лінія 3 15 22 

Співвідношення С/Ш 
0,03 нМ/BK 

15 8 5 10 

Співвідношення С/Ш 
20 нМ/BK 

107 89 33 60 

EC50 (нМ) 0,6±0,2 0,9±0,2 0,6±0,1 0,4±0,09 

 
Приклад VI 
Дослідження й порівняння клональних клітинних ліній за критерієм поглинання 

ендопептидаз зі зміненою націленістю 5 

[0229] Наступний приклад ілюструє дослідження й порівняння клональних клітинних ліній, 
одержаних або із стабільних клітинних ліній, що включають гетерогенну популяцію, або за 
допомогою трансфікції рецептора-мішені й наступного клонування клітинної лінії. 

[0230] Для оцінки специфічності або вибірковості поглинання ендопептидаз зі зміненою 
націленістю проводили тести на неспецифічне поглинання, використовуючи ендопептидазу зі 10 

зміненою націленістю, у якій відсутній націлюючий домен. У випадку ендопептидази зі зміненою 
опіоїдною націленістю клітини клону №6 клітинної лінії AGN P33 (що включають клітини, 
стабільно трансфіковані експресійною конструкцією, що кодує рецептор ORL-1) і клональні 
клітинні лінії №3 й №22 SK-N-DZ (що включають клітини, які експресують ендогенний рецептор 
ORL-1) засівали по 150000 клітин на лунку 96-лункових планшетів, покритих полі-D-лізином, у 15 

середовище без сироватки RPMI 1640, що містить добавки N2 й B27 й NGF (50 нг/мл), і 

інкубували протягом 20±4 годин при 37 в інкубаторі з 5 %-им вмістом CO2 перед етапом 
обробки сполуками. Клітини обробляли 8 дозами Noc/A у діапазоні 0-20 нМ або 0-40 нМ та/або 8 
дозами LHN/A у діапазоні від 0 до 400 нМ або від 0 до 40 нМ у тому ж самому середовищі 
протягом 22 годин. Середовище видаляли й клітини промивали, лізували й центрифугували для 20 

видалення залишків клітин при підготовці до тесту за допомогою "сендвіч”-методу 
твердофазного ІФА. Планшет для ІФА з іммобілізованими моноклональними антитілами 2E2A6 
блокували в 150 мкл блокуючого буфера при кімнатній температурі протягом 1 години. Після 
блокування буфер видаляли, у кожну лунку додавали 30 мкл лізату клітин й інкубували планшет 
при 4 °C протягом 2 годин. Планшети тричі промивали ФБР-T й у нижній кут лунок додавали 30 25 

мкл поліклональних детектуючих антитіл α-SNAP25, маркованих складним ефіром SULFO-TAG 
N-ГС, у концентрації 5 мкг/мл в 2 % блокуючого реактиву у ФБР-T. Планшет запечатували й 
струшували при кімнатній температурі протягом 1 години, після чого тричі відмивали у ФБР-T. 
Після завершення відмивань, у кожну лунку додавали 150 мкл 1x буфера для зчитування, і 
планшет зчитували в пристрої для зчитування зображень SI6000. Результати у порівнянні 30 

поглинання Noc/A стосовно негативного контролю LHN/A наведені в Таблиці 15 і Таблиці 16. Ці 
результати демонструють наявність чіткого розділення між поглинанням Noc/A й LHN/A в обох 
клітинних лініях, що свідчить про специфічність поглинання Noc/A. 

 
Таблиця 15 

 
Неспецифічне поглинання у клону №3 SK-N-DZ. Наведені дані на основі чотирьох незалежних 

експериментів 
 

нМ % Неспецифічного поглинання 
СПС (стандартна помилка 

середнього) 

0  2  0,5  

1  6  0,5  

2  8  0,5  

5  10  1  

15  19  0,9  

44  33  1,5  

133  65  2,4  

400  93  2,3  
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Таблиця 16 

 
Неспецифічне поглинання у клітин hORL-1 №6. Наведені дані на основі трьох незалежних 

експериментів 
 

нМ % Неспецифічного поглинання 
СПС (стандартна помилка 

середнього) 

0  1  0,2  

1  2  0,2  

2  3  0,6  

5  3  0,3  

15  8  1,3  

44  12  1,9  

133  22  3,0  

400  32  3,0  

 
[0231] У Таблиці 17 узагальнені результати дослідження й порівняння трьох клітинних ліній. 

Клональні клітинні лінії №3 й №22 SK-N-DZ характеризуються чутливістю, ідентичною 
первинним eDRG, і відмінним співвідношенням сигналу до шуму, що підходить для створення 5 

надійного тесту на ендопептидазу зі зміненою націленістю Noc/A. Клональна клітинна лінія №6 
AGN P33 також є відмінним кандидатом з низьким неспецифічним поглинанням і підходящою 
чутливістю. 

 
Таблиця 17.  

 

Показник Клон 3 SK-N-DZ Клон 22 SK-N-DZ Клон 6 AGN P33 eDRG 

Вид-джерело 
клітинної лінії 

Клональная 
людська 

Клональная 
людська 

Клональная 
людська 

Первинна пацюка 

Експресія 
клітинного 
рецептора 

Ендогенний 
людський ORL1 

Ендогенний 
людський ORL1 

Трансфікований 
людський ORL1 

Ендогенний щурячий 
ORL1 

Динамічний 
діапазон 

Відповідь від 
дози 0,03 до 20 
нМ 

Відповідь від 
дози 0,03 до 20 
нМ 

Відповідь від 
дози 0,04 до 40 
нМ 

Відповідь від дози 
0,17 до 20 нМ 

Чутливість (EC50) 
EC50=0,75±0.1 
(N=10) 

EC50=0.8±0.2 
(N=9) 

EC50=2.4±0.2 
(N=21) 

EC50=0.8±0.15 (N=6) 

ВЛНК 20 нМ 20 нМ 20 нМ 10-20 нМ 

С/Ш ВЛНК/ фон 98±15 (N=10) 86±17 (N=9) 385±32 (N=19) ~300 

С/Ш НЛНК/ фон 12±2 (N=11) 10±2 (N=9) 29±7 (N=18) Н/П 

Специфічність у 
порівнянні з LHN/A 

≥ 2 log (N=4) ≥ 2 log (N=4) ≥ 2 log (N=3) Н/П 

Експресія SNAP-25 Ендогенна Ендогенна Ендогенна Ендогенна 

Конкуренція з 
ноцицептиновим 
варіантом 

Повна 
конкуренція 
(n=4) 

Повна 
конкуренція 
(n=4) 

Часткова 
конкуренція (n=4) 

Н/П 

Інгібування 
антитілами проти 
ноцицептину 

Повна 
конкуренція 
(n=4) 

Повна 
конкуренція 
(n=4) 

Повна 
конкуренція (n=4) 

Н/П 

Інгібування 
антитілами анти-
868 

Часткова 
конкуренція 
(n=4) 

Часткова 
конкуренція 
(n=4) 

Часткова 
конкуренція (n=4) 

Н/П 

 10 

[0232] Для оцінки чутливості поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю проводили 
тести на насичення зв'язування ліганду. Взаємодія більшості лігандів з їхніми ділянками 
зв'язування можна охарактеризувати в смислі афінності зв'язування (Посібник з тестів NIH). 
Взагалі, висока афінність зв'язування має на увазі більш тривалий час знаходження ліганду у 
відповідному сайті зв'язування рецептора, ніж у випадку низької афінності зв'язування. 15 

Константу дисоціації зазвичай використовують для опису афінності між лігандом (L) (таким як 
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препарат) і білком (P), тобто ступеню міцності зв'язування ліганду з конкретним білком. В 
експерименті стосовно насичення зв'язування в рівновазі вимірюють загальне й неспецифічне 
зв'язування (НСЗ) з різними концентраціями радіоактивно міченого ліганду. Рівноважну 
константу дисоціації або афінність до радіоактивно міченого ліганду, Kd, і максимальне число 
ділянок зв'язування рецептора, Bmax, можна обчислити на основі специфічного зв'язування 5 

(загальне – НСЗ) з використанням нелінійного регресійного аналізу. Kd для специфічного 
зв'язування можна обчислити, використовуючи нелінійний регресійний аналіз гіперболічної 
кривої зв'язування з однією ділянкою (тобто GraphPad Prism) як показано в наведеному нижче 
рівнянні, де Bmax являє собою максимальне число ділянок зв'язування (пмоль/мг або 
пмоль/клітину або ділянку/клітину), а Kd (нМ, пМ і т.д.) являє собою концентрацію радіоактивно 10 

міченого ліганду, необхідну для досягнення половини максимального рівня зв'язування: 

 
[0233] Для тесту з ендопептидазою зі зміненою опіоїдною націленістю клітини із клітинної 

лінії клону №6 AGN P33 (що включає клітини, стабільно трансформовані експресійною 
конструкцією, що кодує рецептор ORL-1), батьківської клітинної лінії SK-N-DZ і клональних 15 

клітинних ліній SK-N-DZ №3, №15 й №22 (що включає клітини, які експресують ендогенний 
рецептор ORL-1) засівали по 200000 клітин на лунку в 48-лункові покриті полі-D-лізин планшети 
в середовище без сироватки RPMI 1640, що містить добавки 1x N2 й 1x B27, та інкубували 
протягом ночі при 37 °C в інкубаторі з 5 %-м CO2. Середовище видаляли, і клітини разом з 150 
мкл буфера для зв'язування на основі Tris додавали в лунки для оцінки загального зв'язування, 20 

а 100 мкл буфера для зв'язування на основі Tris додавали в лунку для оцінки неспецифічного 
зв'язування. У лунки для оцінки неспецифічного зв'язування додавали близько 50 мкл 4x 
кінцевої концентрації неміченого ноцицептину (2,5 мкМ для клітинних ліній SK-N-DZ й 1 мкМ для 
клональної клітинної лінії №6 AGN P33), і 50 мкл 4x кінцевої концентрації 3H-ноцицептину (0 нМ, 
0,05 нМ, 0,1 нМ, 0,2 нМ, 0,4 нМ, 0,8 нМ, 1,6 нМ, 3,1 нМ, 6,3 нМ, 12,5 нМ, 25 нМ й 50 нМ для 25 

клітинних ліній SK-N-DZ й 0, 0,01 нМ, 0,02 нМ, 0,039 нМ, 0,078 нМ, 0,156 нМ, 0,313 нМ, 0,625 нМ, 
1,25 нМ, 2,5 нМ, 5,0 нМ й 10 нМ для клональної клітинної лінії №6 AGN P33) додавали як у 
лунки для оцінки загального зв'язування, так й у лунки для оцінки неспецифічного зв'язування 
до кінцевого об'єму 200 мкл. Після інкубації при 37 °C протягом 30 хвилин лунки двічі промивали 
0,5 мл холодного буфера для промивання. Клітини денатурували в 200 мкл 2Н NaOH і 30 

переносили сцинтиляційні флакони на 20 мл, що містять 5 мл сцинтиляційної рідини. Вихідні 
дані використовували для побудови кривих доза-ефект й обчислення Kd для кожного зразка. 
Одержані вихідні дані переносили в SigmaPlot v10.0 і використовували підбор насичення однієї 
ділянки для побудови кривих доза-ефект у категорії рівнянь зв'язування ліганду. Одержували 
графічні звіти, які містили наступні параметри: R

2
 (коефіцієнт кореляції), Bmax й Kd ± SE 35 

(Коефіцієнт ± стандартна помилка). Криві загального зв'язування, специфічного зв'язування й 
неспецифічного зв'язування одержували в тестах, виконаних на клітинах клональних клітинних 
ліній №3, №15 й №22 SK-N-DZ і клональній клітинній лінії №6 AGN P33. Клональні клітинні лінії 
№3 й №22 SK-N-DZ демонстрували залежне від концентрації і насичуване зв'язування 3H-
ноцицептину. У тих же самих експериментальних умовах клональна клітинна лінія №15 SK-N-40 

DZ демонструвала залежну від дози відповідь на 3H-ноцицептин, але не досягала насичення 
при найвищій дозі 50 нМ. У порівнянні із клітинними лініями SK-N-DZ, що експресують 
ендогенний ORL-1, клітини із клональної клітинної лінії №6 AGN P33 демонстрували значно 
більш високу афінність зв'язування з 3H-ноцицептином (найвища доза становила 10 нМ у 
порівнянні з 50 нМ для SK-N-DZ) при низькому неспецифічному зв'язуванні. 45 

[0234] Криві насичення зв'язування для клональних клітинних ліній №3, №22 й №15 SK-N-DZ 
і клональної клітинної лінії №6 AGN P33 використовували для оцінки значень Kd й Bmax із трьох 
незалежних експериментів згідно зв'язуванню для кожної клітинної лінії, проведених у три різні 
дні. Ранжируваний порядок цих чотирьох клітинних ліній такий: клональна клітинна лінія №6 
AGN P33 (Kd=1,86 нМ й Bmax=2,9 фмоль/клітину) > клональна клітинна лінія №3 SK-N-DZ 50 

(Kd=14 нМ й Bmax=0,6 фмоль/клітину) ≥ клональна клітинна лінія №22 SK-N-DZ (Kd=17 нМ й 
Bmax=0,6 фмоль/клітину) >> клональна клітинна лінія №15 SK-N-DZ (Kd>50 нМ). Для одержання 
даних доза-ефект із насиченням для клональної клітинної лінії №15 SK-N-DZ необхідно 
використовувати більш високий діапазон доз 

3
H-ноцицептину. Таблиця 16 узагальнює дані 

дослідження ділянок специфічного зв'язування ноцицептину в плазматичній мембрані 55 

стабільних клітинних ліній, три з яких являють собою клональні клітинні лінії №3, №15 й №22 
SK-N-DZ, а четверта – клональну клітинну лінію №6 AGN P33. Дані показали наступне: 1) 
наявність у клональній клітинній лінії №6 AGN P33 ділянки зв'язування з високою афінністю й 
дуже низьким неспецифічним зв'язуванням (Kd 1,8 нМ й Bmax 2,9 фмоль на клітину); 2) 
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зв'язування ноцицептину може відбуватися на нативних клітинах SK-N-DZ, що експресують 
ендогенний рецептор; 3) клональна клітинна лінія №6 AGN P33 мала афінність до ноцицептину, 
яка приблизно в 10 раз перевищувала таку у клітинних ліній SK-N-DZ; 4) за спостереженнями в 
клітинному тесті на активність, клональні клітинні лінії №3 й №22 SK-N-DZ (Kd 14-17 нМ, Bmax 
0,6 фмоль на клітину) містили більше рецепторних ділянок у перерахуванні на клітину, ніж 5 

клональна клітинна лінія №15 SK-N-DZ (що не досягла насичення в тому ж самому діапазоні 
доз). 

 
Таблиця 18 

 
Огляд тестів насичення зв'язування 

3
H-ноцицептину на чотирьох провідних клітинних лініях (n=3 

незалежних експериментів) 
 

Клітинні Лінії Kd (нМ±СО) Bmax (фмоль/клітину) 

SK-N-DZ №3 14±1,6 0,59 

SK-N-DZ №15 >50 АЛЕ 

SK-N-DZ №22 16,7±1,1 0,58 

Клональна клітинна 
лінія №6 AGN P33  

1,86±0,1 2,89 

 
[0235] Для оцінки чутливості поглинання ендопептидаз зі зміненою націленістю, кількість 10 

рецепторів ендопептидаз зі зміненою націленістю, що експресуються на рівні мРНК, оцінювали 
за допомогою ПЛР-РВ. Кількість рецептора, що експресується в клітинах, є важливим аспектом 
дослідження клітинної лінії, використовуваної для тестування, і пов'язана із чутливістю до 
ендопептидази зі зміненою націленістю. Кількість експресованого рецептора ендопептидази зі 
зміненою націленістю може також бути інструментом для скринінга інших потенційних клітинних 15 

ліній і вилучення клітинних ліній, які не експресують рецептор-мішень. Одним з методів для 
вимірювання експресії рецептора є визначення кількості мРНК рецептора ендопептидази зі 
зміненою націленістю з використанням ПЛР у реальному часі (ПЛР-РВ). 

[0236] Для дослідження рецептора ендопептидази зі зміненою опіоїдною націленістю РНК 
виділяли із клітин нетрансфікованої батьківської клітинної лінії SiMa, клітин із клональної 20 

клітинної лінії №6 AGN P33, клітин з батьківської клітинної лінії SK-N-DZ і клітин із клональних 
клітинних ліній №3 й №22 SK-N-DZ, вирощених у середовищі без сироватки або в середовищі із 
сироваткою. мРНК перетворювали в кДНК, і ORL-1 ампліфікували й вимірювали в реальному 
часі для визначення відносної кількості, присутньої у кожній клітинній лінії, використовуючи 
наступні олігонуклеотидні праймери для ORL-1: прямий 5'-CACTCGGCTGGTGCTGGTGG-3′ 25 

(SEQ ID NO: 148) і зворотний 5′-AATGGCCACGGCAGTCTCGC-3′ (SEQ ID NO: 149). Кількість 
ДНК визначали з використанням барвника SYBR® green (зелений), флуоресценція якого 
пропорційна кількості дволанцюгової ДНК (ПЛР-продукта), присутньої в реакції. Логістичну криву 
для кожної реакції будували, зв'язуючи кількість флюоресценції із числом циклів. Чим швидше 
реакція досягає лінійної фази кривої, тим більше кДНК рецептора ORL-1 присутнє у реакції. 30 

Контрольну реакцію ОТ, у яку не додавали фермент, використовували для перевірки наявності 
забруднень. Оскільки в даній реакції відсутній фермент ОТ, не буде відбуватися синтез кДНК. 
ПЛР-продукт не може бути синтезований на матриці РНК, тому єдиною можливістю появи 
кривої ПЛР у реакції -ОТ є забруднення геномної ДНК. У реакціях -ОТ поява кривої ПЛР не 
спостерігалася, підтверджуючи мінімальний рівень забруднення геномної ДНК (дані не 35 

показані). У Таблиці 18 наведені клітинні лінії й відповідні їм значення CT. CT являє собою 
число циклів ПЛР, необхідне для того, щоб сигнал відповідної реакції ПЛР перевищив заданий 
поріг. Кількість мРНК рецептора ORL-1 у клітинній лінії можна порівняти з даними для інших 
клітинних ліній за відповідним значенням CT. Відповідно до значень CT, вміст мРНК ORL-1 у 
клітинах із клональної клітинної лінії №6 AGN P33 значно перевищував такий в клітинах з 40 

батьківської клітинної лінії SiMa як на середовищі без сироватки (Порівн. CT: 28,6 й 17,3), так і 
на середовищі із сироваткою (Порівн. CT: 26,1 й 16,5). Крім того, відмінності в кількості мРНК, 
одержаної із клітин з 6 пасажу в порівнянні із клітинами з 16 пасажу клональної клітинної лінії 
№6 AGN P33, очевидно, мінімальні. Також, відмінності значень CT і кривих між батьківською 
клітинною лінією SK-N-DZ і клональними клітинними лініями №3 й №22 мінімальні. Цей 45 

висновок справедливий для клітин, вирощених на середовищі із сироваткою й на середовищі 
без сироватки, і відображує подібність цих клітинних ліній, спостережувану в клітинному тесті на 
активність Noc/A. 
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Таблиця 19 
 

Середні значення CT із забезпеченням експресії ORL-1 у клітинних лініях 
 

Середовище Клітинна лінія Середнє CT 

Середовище без 
сироватки  

Батьківська SiMa p26 28,6 

Клон №6 SiMa hORL-1 p6 17,3 

Клон №6 SiMa hORL-1 p16 17,3 

Повне середовище 

Батьківська SiMa p26 26,1 

Клон №6 SiMa hORL-1 p6 16,4 

Клон №6 SiMa hORL-1 p16 16,6 

Середовище без 
сироватки  

SK-N-DZ 26,3 

Клон №3 SK-N-DZ 25,9 

Клон №22 SK-N-DZ 26,6 

Повне середовище 

SK-N-DZ 26,2 

Клон №3 SK-N-DZ 25,8 

Клон №22 SK-N-DZ 26,4 

 
Приклад VII 
Одержання моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язують епітоп SNAP-25, 

який має вільний карбокси-кінець у залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
токсином BoNT/A 5 

[0237] Наступний приклад ілюструє виготовлення моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які 
можуть вибірково зв'язувати епітоп SNAP-25 з карбокси-кінцем у залишку P1 розрізуваного 
зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. 

1. Створення моноклональних анти-SNAP-25 антитіл 
[0238] Для створення моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які можуть вибірково 10 

зв'язувати SNAP-25 з карбокси-кінцем у залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
токсином BoNT/A, автори створили пептид з 13 залишками CDSNKTRIDEANQCOOH (SEQ ID 
NO: 38) як антиген продукту розщеплення SNAP-25. Цей пептид включає гнучку зв'язуючу 
область, N-кінцевий залишок цистеїну для зв'язування з KLH, амінокислоти 186-197 SNAP-25 
людини (SEQ ID NO: 5) і карбоксильований глютамін на С-кінці (SEQ ID NO: 38). Генерація 15 

моноклональних антитіл до добре підібраних, унікальних послідовностей пептиду забезпечує 
контроль над націленістю епітопа, дозволяючи ідентифікацію особої субпопуляції білка серед 
великої кількості близьких одна до одної ізоформ. Пошуки Blast показали, що в цього пептиду є 
висока гомологія тільки, з SNAP-25 і майже немає можливості перехресної реактивності з 
іншими білками в нервових клітинах. Послідовність також ретельно досліджували, за допомогою 20 

комп'ютерних алгоритмів, для визначення індексу гідрофобності, ймовірності поверхні білка, 
гнучких областей, і ймовірної вторинної структури, після чого випливала належна орієнтація й 
надання обраної послідовності пептиду. Пептид синтезували й кон'югували c гемоціаніном 
равлика (KLH), для збільшення імуногенності. Шість мишей Balb/c були імунізовані цим 
пептидом, і після трьох імунізацій, зроблених протягом приблизно восьми тижнів, у мишей 25 

брали кров для аналізу. Крові дозволяли згорнутися, інкубуючи її при 4 °C протягом 60 хвилин. 
Зсілу кров центрифугували при 10000x g в 4 °C протягом 10 хвилин для осадждения продуктів 
розпаду клітин. Зразки одержаної сироватки розділяли на аліквоти по 50 мкл і зберігали в -20 °C 
для подальшого використання. 

[0239] Подібна стратегія, основана на інших антигенах SNAP-25, розкритих у даному описі, 30 

що використовуються для одержання моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які можуть 
вибірково зв'язатися з SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. Наприклад, антиген SNAP-25 SEQ 
ID NO: 45 може кон'югувати з KLH замість антигену SNAP-25 з SEQ ID NO: 38. Як інший приклад 
можна навести амінокислоти 186-197 з SNAP-25 людини з антигену SNAP-25 SEQ ID NO: 38, які 35 

можуть бути замінені на SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID 
NO: 36, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 або SEQ 
ID NO: 44. 

2. Скринінг на наявність моноклональних анти-SNAP-25 антитіл 
[0240] Для визначення наявності моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які можуть 40 

вибірково зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, виконували порівняльний 
твердофазний ІФА й клітинний тест розщеплення, з використанням витягнутої з мишей 
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сироватки. Для порівняльного твердофазного ІФА сконструювали два зшитих білки: BirA-
HisTag®-SNAP-25134-197 з SEQ ID NO: 48 й BirA-HisTag®-SNAP-25134-206 з SEQ ID NO: 49. BirA-
HisTag®-SNAP-25134-197 являв собою пептид Bir з 16 амінокислот, біотинілірований у природних 
умовах, SEQ ID NO: 50, який з N-кінця був зв'язаний з пептидом SNAP-25, що включає 
амінокислоти 134-197 з SEQ ID NO: 5. BirA-HisTag®-SNAP-25134-206 являв собою 5 

біотинілірований у природних умовах пептид Bir з 16 амінокислот з SEQ ID NO: 50 зв'язаний 
своїм N-кінцем з пептидом SNAP-25, що включає амінокислоти 134-206 з SEQ ID NO: 5. BirA-
HisTag®-SNAP-25134-197 й BirA-HisTag®-SNAP-25134-206 розводили в 1 x ФБР до концентрації 
10 мкг/мл. BirA-HisTag®-SNAP-25134-197 й BirA-HisTag®-SNAP-25134-206 наносили на окремі 
планшети, додаючи приблизно 100 мкл підходящого розчину субстрату й інкубуючи пластини 10 

при кімнатній температурі протягом однієї години. Відмиті планшети інкубували при 37 °C 
протягом двох годин на 0,5 % BSA в 1 x TBS, який містить розведення від 1:10 до 1:100, що 
містить антитіла сироватки, одержаної від однієї із шести імунізованих мишей (миша 1, миша 2, 
миша 3, миша 4, миша 5, і миша 6). Планшети, позначені первинними антитілами, відмивали 
чотири рази по 5 хвилин в 200 мкл TBS, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан 15 

монолауреат). Вимиті планшети інкубували в 37 °C протягом 1 години на 1 x TBS, який містить 
розведені 1:10000, поліклональні козячі антитіла проти мишачого IgG, кон'юговані з 
пероксидазою хрону (Pierce Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс), як вторинні антитіла. Планшети, 
позначені вторинними антитілами, відмивали чотири рази в 200 мкл TBS, 0,1 % TWEEN-20® 
(поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Хромогенні детектування позначених продуктів 20 

SNAP-25 здійснювали з використанням набору субстратів ImmunoPure TMB (Pierce 
Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс). Формування жовтого фарбування на планшетах, покритих 
BirA-HisTag®-SNAP-25134-197, але не на планшетах, покритих BirA-HisTag®-SNAP-25134-206, 
вказало на те, що анти-SNAP-25 антитіла вибірково розпізнавали продукт розщеплення SNAP-
25197. У результаті, автори показали, що із шести мишей, використаних для імунізації, три миші 25 

(миша 2, миша 3, і миша 4) мали більш високі титри й більшу специфічність до антигену SNAP-
25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
токсином BoNT/A. 

[0241] Ці результати підтверджували за допомогою дослідження активності твердофазного 
ІФА з легким ланцюгом. Планшети Reacti-Bind з 96 лунками, покриті Стрептавідином (Pierce 30 

Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс), готували, додаючи приблизно 100 мкл наступних розчинів 
субстратів: Ряди A-C покривали 100 мкл BirA-HisTag®-SNAP-25134-197 у дванадцятьох різних 
концентраціях; Ряди D-H покривали 100 мкл BirA-HisTag®-SNAP-25134-206 у концентрації 10 
мкг/мл. Планшети відмивали шляхом добору розчину субстрату водоструминним насосом і 
трикратним ополіскуванням кожної лунки 200 мкл TBS, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) 35 

сорбітан монолауреат). Розведення BoNT/A попередньо відновлювали в 37 °C протягом 20 
хвилин в інкубаційному буфері BoNT/A (50 мМ HEPES, pН 7,4, 1 % ембріональна бичача 
сироватка, 10 мкМ ZnCl2, 10 мМ дитіотриетол), 100 мкл попередньо відновленого BoNT/A 
додавали на покриті субстратом планшети й інкубували при 37 °C протягом 90 хвилин. 
Планшети, оброблені BoNT/A, відмивали шляхом добору інкубаційного буфера BoNT/A 40 

водоструминним насосом і трикратоного ополіскування кожного планшета 200 мкл TBS, 0,1 % 
TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Відмиті планшети інкубували при 
37 °C протягом двох годин на 1 x TBS з 0,5 % BSA, що містить розведення перевіреної, що 
містить антитіла, сироватки від 1:10 до 1:100. Планшети, позначені первинними антитілами, 
відмивали чотири рази по 5 хвилин в 200 мкл TBS, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) 45 

сорбітан монолауреат). Відмиті планшети інкубували при 37 °C протягом 1 години на 1 x TBS, 
що містить розведені 1:10000 поліклональні козячі антитіла проти мишачого IgG, кон'юговані з 
пероксидазою хрону (Pierce Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс), як вторинні антитіла. Планшети, 
позначені вторинними антитілами відмивали чотири рази в 200 мкл TBS, 0,1 % TWEEN-20® 
(поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Хромогенне детектування позначених продуктів 50 

SNAP-25 здійснювали з використанням набору субстратів ImmunoPure TMB (Pierce 
Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс). При дослідженні сироватки, яка містить антитіла, одержаної 
із всіх шести імунізованих мишей (миша 1, миша 2, миша 3, миша 4, миша 5, і миша 6), розвиток 
жовтого кольору, який корелював з наявністю продукту розщеплення SNAP-25197, виявили в 
зразках, оброблених BoNT/A, але не в неопрацьованих контрольних групах. Таким чином, 55 

порівняльний аналіз твердофазного ІФА показав, що серед мишей, використаних для імунізації, 
у трьох мишей (миша 2, миша 3, і миша 4) були більш високі титри й більша специфічність до 
антигену SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у 
сайті розщеплення токсином BoNT/A. 
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[0242] Для клітинного тесту розщеплення, клітини PC12 підходящої щільності, висівали на 
планшети для тканинних культур площею 60 мм

2
, що містять 3 мл підходящого живильного 

середовища на основі сироватки (Таблиця 1). Клітини вирощували в інкубаторі при 37 °C в 
атмосфері 5 % вуглекислого газу до досягнення підходящої щільності. 500 мкл розчину для 
трансфікції готували, додаючи 250 мкл відновленого живильного середовища OPTI-MEM на 5 

основі сироватки, що містить 15 мкл LipofectAmine 2000 (Invitrogen Inc., Карлсбад, Каліфорнія), 
інкубованого при кімнатній температурі протягом 5 хвилин, до 250 мкл відновленого живильного 
середовища OPTI-MEM на основі сироватки, що містить 10 мкг конструкції із забезпеченням 
експресії (SEQ ID NO: 51) pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC. Конструкція із забезпеченням експресії 
pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC складається з експресійного вектора pQBI-25 (Qbiogene Inc., Карлсбад, 10 

Каліфорнія), промоторні елементи якого функціонально пов'язані з полінуклеотидом, що кодує 
GFP зшитий з легким ланцюгом BoNT/A SEQ ID NO: 52. Цю суміш для трансфікції інкубували 
при кімнатній температурі протягом приблизно 20 хвилин. Живильні середовища замінювали 
новими неповними живильними середовищами, й до клітин додавали 500 мкл розчину для 
трансфікції. Потім їх вирощували в інкубаторі при 37 °C в атмосфері 5 % вуглекислого газу 15 

протягом приблизно 6-18 годин. Клітини відмивали й збирали як описано в Прикладі II. Для 
детектування наявності розщепленого продукту SNAP-25197, аліквоту, взяту від кожного 
зібраного зразка, аналізували за допомогою Вестерн-блотінга як описано у Прикладі II, за 
винятком того, що первинне антитіло являло собою розведену 1:1000 сироватку, яка містить 
антитіло, а вторинні антитіла являли собою розведення 1:20000 мишачих антитіл α-IgG, 20 

кон'югованих з пероксидазою хрону (Pierce Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс). Використовуючи 
сироватку, яка містить антитіла, одержану із трьох мишей (миша 2, миша 3, і миша 4), єдину 
пофарбовану смугу, що відповідає продукту розщеплення SNAP-25197, детектували в зразках, 
оброблених BoNT/A, але не в неопрацьованих контрольних групах. Таким чином, клітинний тест 
розщеплення показав, що з мишей, використаних для імунізації, у трьох (миша 2, миша 3, і 25 

миша 4) були більш високі титри й більша специфічність до антигену SNAP-25, карбоксильний 
кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. 

3. Одержання гібридом. 
[0243] Для створення гібридом анти-SNAP-25, що виробляють моноклональні антитіла, які 

можуть селективно зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 30 

залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, селезінку миші 2 
вилучали через три дні, після заключної "активаторної" імунізації, клітини селезінки 
гібридизували із клітинами мієломи P3-X63 Ag8.653 з використанням стандартних протоколів 
гібридом. Ці клітини висівали на п'ять планшетів з 96-ю лунками, гібридів відбирали на 
живильному середовищі HAT. Протягом 8-14 днів після злиття виконували перший скринінг 35 

приблизно 480 батьківських клонів, з використанням порівняльного твердофазного ІФА з 
пептидами BirA-HisTag®-SNAP-25134-197 й BirA-HisTag®-SNAP-25134-206, нанесеними на два різних 
планшети. Порівняльний твердофазний ІФА забезпечив швидкий спосіб скринінга, для 
ідентифікації гібридом, що виробляють антитіла, специфічні для продукту розщеплення SNAP-
25197. 18 переважних клонів піддавали подальшому скринінгу, з використанням клітинного тесту 40 

розщеплення, описаного вище й імунологічного фарбування клітин, трансфікованих LC/A. 
(Таблиця 20). 

 
Таблиця 20 

 
Аналіз супернатантів, що містять моноклональні Анти-SNAP-25 антитіла 

 

Клон 

Порівняльний твердофазний ІФА Тест у клітинах 

OD SNAP-
25197 

OD SNAP-
25206 

Співвідношення197/206 Співвідношення206/197 SNAP-25197 SNAP-25206 

1D3 1,805 0,225 8,02 0,13 +++ – 

1F12 0,365 0,093 3,92 0,25 – – 

1G10 0,590 0,137 4,31 0,23 ++ – 

1H1 0,335 0,121 2,77 0,36 – – 

1H8 0,310 0,302 1,03 0,97 + – 

2C9 0,139 0,274 0,51 1,97 – – 

2E2 0,892 0,036 24,78 0,04 ++ – 

2E4 0,228 0,069 3,30 0,30 + – 

2F11 1,095 1,781 0,61 1,63 – – 

3C1 1,268 0,053 23,92 0,04 ++ – 
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3C3 0,809 0,052 15,56 0,06 ++ – 

3E1 0,086 0,155 0,55 1,80 0 – 

3E8 2,048 0,053 38,64 0,03 +++ – 

3G2 0,053 0,158 0,34 2,98 – – 

4D1 0,106 0,218 0,49 2,06 – – 

4G6 0,061 0,159 0,38 2,61 – – 

5A5 0,251 0,106 2,37 0,42 + – 

5F11 0,243 0,061 3,98 0,25 – – 

 
[0244] Клони 1D3, 1G10, 2E2, 3C1, 3C3, і 3E8 повторно клонували, шляхом обмежуючого 

розведення, оскільки модифіковані живильні середовища одержані від цих клонів, включали 
анти-SNAP-25 антитіла з вибірковою націленістю зв'язування, що має співвідношення197/206 
продукту розщеплення SNAP-25197 до нерозщепленого субстрату SNAP-25206 щонайменше 4:1, і 5 

детектували продукт розщеплення SNAP-25197 у клітинному тесті розщеплення й імунологічному 
фарбуванні клітин PC12, трансфікованих GFP-LC/A. Аналогічно клони 2C9, 2F11, 3G2, 4D1 й 
4G6 повторно клонували, шляхом обмежуючого розведення, оскільки модифіковані живильні 
середовища, одержані від цих клонів, включали анти-SNAP-25 антитіла з вибірковою 
націленістю зв'язування, що має співвідношення206/197, щонайменше 1,5:1 нерозщепленого 10 

субстрату SNAP-25206 до продукту розщеплення SNAP-25197, і детектували нерозщеплений 
субстрат SNAP-25206 у клітинному тесті розщеплення. Ці клони, що утворилися від єдиної 
клітини, знову піддавали скринінгу з використанням порівняльного твердофазного ІФА, 
клітинний тест розщеплення й імунологічного фарбування для підтвердження їх спорідненості й 
специфічності, антитіла ізолювали з використанням стандартних процедур. Асцитну рідину 15 

одержували від клонів 1D3B8 (IgM.k), 1G10A12 (IgG3.k), 2C9B10 (Ig3G.k), 2E2A6 (IgG3.k), 
2F11B6 (IgМ.k), 3C1A5 (IgG2a.k), і 3C3E2 (IgG2a.k). Клон 3E8 припинив виробляти антитіла під 
час процесу клонування й не міг бути оцінений. 

4. Оцінка специфічності зв'язування моноклональних анти-SNAP-25 антитіл 
[0245] Для оцінки специфічності зв'язування моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які 20 

можуть вибірково зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 
залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, асцитну рідину від 
клонів 1D3B8, 1G10A12, 2C9B10, 2E2A6, 2F11B6, 3C1A5, і 3C3E2 використовували для 
детектування продуктів розщеплення SNAP-25, за допомогою клітинного тесту активності, 
імуноцитохімічного й імунопреципітаційного аналізу. 25 

[0246] Для клітинного тесту активності, специфічність зв'язування визначали шляхом аналізу 
здатності асцитної рідини, яка містить анти-SNAP-25 антитіла, детектувати нерозщеплений 
субстрат SNAP-25206 і продукти розщеплення SNAP-25197 шляхом Вестерн-блотінга. Культуру 
клітин PC12 підходящої щільності висівали на планшети для тканинних культур площею 60 мм

2
, 

що містять 3 мл підходящого живильного середовища на основі сироватки, вирощували в 30 

інкубаторі при 37 °C в атмосфері 5 % вуглекислого газу, до підходящої щільності клітин, і 
трансфікували як розчином для трансфікції без експресійної конструкції pQBI-25/GFP-BoNT/A-
LC (не трансфіковані клітини), так і розчином для трансфікції, що містить експресійну 
конструкцію pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC (трансфіковані клітини), як описано вище. Клітини 
відмивали й збирали як описано в Прикладі I. Для детектування присутності як нерозщепленого 35 

субстрату SNAP-25206 так і продуктів розщеплення SNAP-25197, з кожного зразка відбирали 
аліквоту й аналізували Вестерн-блотінгом як описано в Прикладі I, за винятком того, що 
первинні антитіла являли собою розведення 1:100 асцитної рідини, що містить моноклональні 
анти-SNAP-25 антитіла, а вторинні антитіла являли собою розведення 1:20000 антитіл проти 
IgG миші, кон'югованих з пероксидазою хрону (Pierce Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс). Крім 40 

того, автори перевірили три комерційно доступних моноклональних мишачих анти-SNAP-25 
антитіла. Антитіла SMI-81 (Sternberger Monoclonals Inc., Лютервіль, Меріленд) α-SNAP-25, які, як 
зазначає виробник, детектують як нерозщеплений субстрат SNAP-25206 так і продукт 
розщеплення SNAP-25197, який використовувався в розведенні 15000 відповідно до 
рекомендацій виробника. Антитіла MC-6050 (Research & Diagnostic Antibodies, Лас-Вегас, 45 

Невада) α-SNAP-25, які, як зазначає виробник, детектують як нерозщеплений субстрат SNAP-
25206 так і продукт розщеплення SNAP-25197, який використовувався в розведенні 1:100 
відповідно до рекомендацій виробника. Антитіла MC-6053 (Research & Diagnostic Antibodies, 
Лас-Вегас, Невада) α-SNAP-25, які, як зазначає виробник, детектують тільки продукт 
розщеплення SNAP-25197, який використовувався в розведенні 1:100 відповідно до 50 

рекомендацій виробника. 
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[0247] У Таблиці 21 наведені асцитні рідини, що містять анти-SNAP-25 антитіла, які 
детектували тільки продукт розщеплення SNAP-25197. Клітинний тест розщеплення показав, що 
в асцитній рідині, одержаній від клонів 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5, і 3C3E2, синтезуються 
моноклональні анти-SNAP-25 антитіла, які мають високу специфічність зв'язування із продуктом 
розщеплення SNAP-25197, що дозволяє вибіркове впізнавання цього продукту розщеплення 5 

стосовно нерозщепленого субстрату SNAP-25206. Комерційні антитіла SMI-81 детектували 
нерозщеплений субстрат SNAP-25206, але слабко розпізнавали продукт розщеплення SNAP-
25197 (Таблиця 21). Дивно, що комерційні антитіла MC-6050 детектували тільки нерозщеплений 
субстрат SNAP-25206, і не змогли розпізнати продукт розщеплення SNAP-25197(Таблиця 21). Ще 
більш дивно те, що комерційні антитіла MC-6050 детектували тільки нерозщеплений субстрат 10 

SNAP-25206, і не могли розпізнати продукт розщеплення SNAP-25197, навіть при тому, що 
виробник заявляє, що ці антитіла селективно детектують продукт розщеплення SNAP-25197 
(Таблиця 21). Таким чином аналіз показав що, у той час як 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5, і 
3C3E2 проявляють підходящу вибірковість для продукту розщеплення SNAP-25197, 1G10A12 й 
2F11B6 такої селективності не проявляють. Крім того, комерційні антитіла SMI-81, MC-6050 й 15 

MC-6053 не є підходящими для імунологічних методів, описаних у даній заявці, тому що вони 
всі не можуть селективно детектувати продукт розщеплення SNAP-25197. 

[0248] Для імуноцитохімічного аналізу, специфічність зв'язування визначали, аналізуючи 
здатність асцитной рідини, що містить анти-SNAP-25 антитіла, детектувати нерозщеплений 
субстрат SNAP-25206 і продукт розщеплена SNAP-25197 шляхом імунологічного фарбування. 20 

Див. наприклад, Ester Fernandez-Salas et al., Plasma Membrane Localization Signals in the Light 
Chain of Botulinum Neurotoxin, Proc. Natl. Acad. Sci., U.S.A. 101(9): 3208-3213 (2004). Культуру 
клітин PC12 підходящої щільності висівали на планшети, вирощували, і трансфікували 
розчином для трансфікції, без експресійної конструкції pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC (не 
трансфіковані клітини) або розчином для трансфікції, що містить експресійну конструкцію pQBI-25 

25/GFP-BoNT/A-LC (трансфіковані клітини), як описано вище. Клітини відмивали в 1 x ФБР і 
фіксували в 5 мл PAF при кімнатній температурі протягом 30 хвилин. Фіксовані клітини 
відмивали у фосфатному буферному сольовому розчині, інкубували в 5 мл 1 x ФБР, що містить, 
0,5 % Triton® X-100 (ефір октилфенолу й поліетиленгліколі), відмивали в 1 x ФБР і збільшували 
проникність їх мембран в 5 мл метанолу при -20 °C протягом шести хвилин. Клітини з 30 

підвищеною проникністю мембран блокували в 5 мл 100 мМ гліцину при кімнатній температурі 
протягом 30 хвилин, відмивали в 1 x ФБР, і блокували в 5 мл 0,5 % BSA в 1 x ФБР при кімнатній 
температурі протягом 30 хвилин. Заблоковані клітини відмивали в 1 x ФБР й інкубували при 
кімнатній температурі протягом двох годин в 0,5 % BSA в 1 x ФБР, що містить розведену 1:10 
асцитну рідину від перевіреної клональної клітинної лінії гібридоми. Клітини, оброблені 35 

первинними антитілами, відмивали три рази по 5 хвилин в 1 x ФБР. Відмиті клітини інкубували 
при кімнатній температурі протягом 2 годин в 1 x ФБР, що містить розведення 1:200 
поліклональних козячих антитіл, кон'югованих з ALEXA® FLUOR 568 (Invitrogen Inc., Карлсбад, 
Каліфорнія), проти важких і легких ланцюгів мишачого імуноглобуліну G (Ig G, H+L), як вторинні 
антитіла. Клітини, оброблені вторинними антитілами, відмивали три рази по 5 хвилин в 1 x ФБР. 40 

Відмиті клітини готували до мікроскопічного дослідження, фіксуючи їх у середовищах для 
фіксування VECTASHIELD® (Vector Laboratories, Берлінгейм, Каліфорнія) і покриваючи їх 
покривним склом. Зображення, для визначення сигналу, одержували на конфокальному 
мікроскопі Leica, використовуючи підходящі параметри настроювання лазера. Таблиця 21 
показує, асцитні рідини, що містять анти-SNAP-25 антитіла, які специфічно детектували продукт 45 

розщеплення SNAP-25197. Імуноцитохімічний аналіз показав, що в асцитній рідині, одержаній від 
клонів 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5, і 3C3E2, синтезуються моноклональні анти-SNAP-25 
антитіла, які мають високу специфічність зв'язування із продуктом розщеплення SNAP-25197, що 
призводить до переважного розпізнавання цього продукту розщеплення в порівнянні з 
нерозщепленим субстратом SNAP-25206. 50 

[0249] Для аналізу методом імунопреципітації, специфічність зв'язування визначали, 
аналізуючи здатність моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, очищених білком A(HiTrap™ ВД 
колонки з білком А, GE Healthcare, Amersham, Піскетеуей, Нью-Джерсі), преципітувати 
нерозщеплений субстрат SNAP-25206 і розщеплений продукт SNAP-25197. Див. наприклад главу 
8 Storing and Purifying Antibodies, pp. 309-311, Harlow & Lane, див. вище., 1998a. Культуру клітин 55 

PC12 підходящої щільності висівали на планшети, вирощували, і трансфікували розчином для 
трансфікції, що містить експресійну конструкцію pQBI-25/GFP (контрольні клітини; SEQ ID NO: 
53) або розчином для трансфікції, що містить експресійну конструкцію pQBI-25/GFP-BoNT/A-LC 
(експериментальні клітини), як описано вище. Експресійна конструкція pQBI-25/GFP являє 
собою експресійний вектор, промоторні елементи якого функціонально пов'язані з 60 
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полінуклеотидом, що кодує GFP SEQ ID NO: 54. Після інкубації протягом ночі клітини відмивали, 
відбираючи живильне середовище водоструминним насосом й обполіскуючи кожну лунку 200 
мкл 1 x ФБР. Для збирання клітин, ФБР видаляли водоструминним насосом, клітини лізували 
додаванням літичного буфера для імунопреципітації, що складається з 50 мМ HEPES, 150 мМ 
NaCl, 1,5 мМ MgCl2, 1 мМ EGDT, 10 % гліцерину, 1 % Triton® X-100 (ефір октилфенолу й 5 

полііетиленгліколі) і 1 x коктейлю з інгібіторів протеаз COMPLETE™ (Roche Applied Biosciences, 
Індіанаполіс, Індіана), й внкубували при 4 °C протягом однієї години. Лізовані клітини 
центрифугували при 3 000 x g при 4 °C протягом 10 хвилин, для видалення продуктів розпаду 
клітин, супернатант переносили в чисту пробірку й розводили до концентрації білка приблизно 1 
мг/мл. Приблизно 5 мкг очищених моноклональних антитіл додавали до 0,5 мл розведеного 10 

супернатанту й інкубували при 4 °C протягом двох годин. Після інкубації з первинними 
антитілами, до розведеного супернатанту додавали приблизно 50 мкл імобілізованого білка G 
(Pierce Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс) і інкубували при 4 °C протягом однієї години. 
Проінкубований супернатант відмивали три рази по 30 хвилин, додаванням 0,5 мл літичного 
буфера для імунопреципітації, центрифугуванням при 300 x g в 4 °C протягом однієї хвилини 15 

для осадження гранул з імобілізованим білком G, з наступним видаленням супернатанту. Після 
відмиванняє, осад повторно зважували в 30 мкл 1 x буфера для завантаження на основі ДСН, і 
одержаний зразок нагрівали до 95 °C протягом 5 хвилин. Для детектування наявності як 
нерозщепленого субстрату SNAP-25206 так і розщепленого продукту SNAP-25197, аліквоти від 
кожного зібраного зразка аналізували Вестерн-блотінгом як описано в Прикладі I, за винятком 20 

того, що первинні антитіла були розведенням 1:1000 поліклональної сироватки анти-SNAP-25 
антитіл (див. Приклад V), а вторинні антитіла були розведенням 1:20000 антитіл кролика α-IgG, 
кон'югованих з пероксидазою хрону (Pierce Biotechnology, Рокфорд, Іллінойс). Таблиця 21 
зазначає асцитну рідину, що містить анти-SNAP-25 антитіла, які специфічно осаджувала 
продукт розщеплення SNAP-25197 у процесі імунопреципітації. Аналіз методом імунопреципітації 25 

показав, що в асцитній рідині, одержаній від клонів 2E2A6 й 3C1A5, синтезуються 
моноклональні анти-SNAP-25 антитіла, які мають високу специфічність зв'язування із продуктом 
розпаду SNAP-25197, що призводить до переважного розпізнавання цього продукту розпаду в 
порівнянні з нерозщепленим субстратом SNAP-25206. 

 30 

Таблиця 21 
 

Аналіз асцитної рідини із клонів, що містить моноклональні Анти-SNAP-25 антитіла 
 

Клон 
Тест у клітинах Імуноцитохімічний тест Імунопреципітація 

SNAP-25197 SNAP-25206 SNAP-25197 SNAP-25206 SNAP-25197 SNAP-25206 

1D3B8 ++ – ++ - Не Тестували Не Тестували 

1G10A12 ++ ++ Не Тестували Не Тестували Не Тестували Не Тестували 

2C9B10 ++ – ++ - Не Тестували Не Тестували 

2E2A6 ++ – ++ - ++ – 

2F11B6 + + + + Не Тестували Не Тестували 

3C1A5 ++ – ++ – ++ – 

3C3E2 + – Не Тестували Не Тестували Не Тестували Не Тестували 

MC-6050 – + Не Тестували Не Тестували Не Тестували Не Тестували 

MC-6053 – + Не Тестували Не Тестували Не Тестували Не Тестували 

SMI-81 -/+ ++ Не Тестували Не Тестували Не Тестували Не Тестували 

 
5. Оцінка афінності зв'язування моноклональних анти-SNAP-25 антитіл 
[0250]   
[0251] Для визначення афінності зв'язування моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, що 

проявляють високу специфічність зв'язування або до продукту розщеплення SNAP-25197 або до 35 

нерозщепленого субстрату SNAP-25206, виконували тест афінності зв'язування на інструменті 
BIAcore 3000, використовуючи чіпи із сенсорами на основі карбоксиметил декстрану (CM5) 
(BIAcore, Inc., Пискетеуей, Нью-Джерсі). Запуски проводилися при 25 °C з буфером HBS-EP, що 
складається з 10 мМ HEPES (pН 7,4), 150 мМ хлориду натрію, 3 мМ ЕДТА, 0,005 % (об.) 
сурфактанту P20, при швидкості потоку 10 мкл/хв. Пептиди SNAP-25, що складаються з 40 

амінокислот 134-197 з SEQ ID NO: 5 (SNAP-25134-197) або амінокислот 134-206 з SEQ NO: 5 
(SNAP-25134-206) ковалентно приєднували до поверхні CM5 сенсора чіпа за допомогою 
стандартного механізму зшивки з аміном. Коротенько, чіпи CM5 активізували ін'єкцією суміші 0,2 
М 1-етил-3-(3-диметиламінопропіл) карбодиіміду й 0,05 М N-гідроксисукциміду протягом 7 
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хвилин; пептиди SNAP-25 в 10 мМ ацетаті натрію (pН 4,0) вводили протягом 20 хвилин при 
швидкості потоку 10 мкл/хв; не прореаговані складні ефіри сукциміду блокували ін'єкцією 1 М 
етаноламін гідрохлориду pН 8,5 протягом 7 хвилин. Іммобілізація цієї кількості SNAP-25134-197 
або SNAP-25134-206 на чіпі відбилася в збільшенні одиниць відповіді на 100-150 (близько 0.10-
0.15 нг/мм

2
). Зразки антитіл, що складаються з асцитної рідини або очищених моноклональних 5 

антитіл, одержаних від клонів 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 3C1A5, і 3C3E2, так само як і комерційно 
доступних анти-SNAP-25 антитіл пропускали по поверхні чіпів CM5, так що час асоціації 
становив 10 хвилин, а час дисоціації - 20 хвилин. Поверхні відновлювали між тестами шляхом 
ін'єкції 10 мм гліцин-HCl (pН 2,5) протягом 1 хвилини при швидкості потоку 15 мкл/хв. У програмі 
BIAevaluation 3.0, криві сенсограми відповідали кінетичній моделі зв'язування 1:1. 10 

[0252] Результати показали, що як 2E2A6, так й 3C1A5 були дуже специфічними до продукту 
розщеплення SNAP-25197 у порівнянні з нерозщепленим субстратом SNAP-25 (Таблиця 22). У 
порівнянні з афінністю зв'язування MC-6050 й MC-6053, 1D3B6 мав в 10 раз більшу рівноважну 
константу дисоціації для продукту розщеплення SNAP-25 (Таблиця 22). Цікаво, що в 2E2A6 
рівноважна константа дисоціації, для продукту розщеплення SNAP-25, була не на багато нижче, 15 

ніж у цих комерційних антитіл (0.405 нМ проти 0.497 й 0.508) (Таблиця 22). Оскільки жодне із 
цих комерційних анти-SNAP-25 антитіл вибірково не розпізнавало продукт розщеплення SNAP-
25 (Таблиця 21), рівноважна константа дисоціації нижче, ніж приблизно 0,5 нМ, очевидно, хоча 
б частково, є важливою умовою, для досягнення такої вибірковості. Аналогічно, при порівнянні 
афінностей зв'язування MC-6050 й MC-6053, 2E2A6 мав щонайменше на порядок більш 20 

повільну константу швидкості зворотної реакції/константу дисоціації (6,74 × 10
-5

 проти 8,82 × 10
-4

 
с

-1
 й 1,18 × 10

-3
 с

-1
) (Таблиця 22). Це припускає, що константа швидкості зворотної 

реакції/константа дисоціації, нижче приблизно 8,82 × 10
-4

, очевидно, хоча б частково, є 
важливою умовою для досягнення вибіркового зв'язування продукту розщеплення SNAP-25. 
Цей результат погоджується з даними про 1D3B8, яке має константу швидкості зворотної 25 

реакції/константу дисоціації 5,78 × 10
-5

 з
-1

 (Таблиця 22). 
 

Таблиця 22 
 

Аналіз афінності зв'язування моноклональних анти-SNAP-25 антитіл 
 

 

Параметр ППР 
1D3B8 2E2A6 

SNAP-25197 SNAP-25206
а
 SNAP-25197 SNAP-25206

б
 

Ka (М
-1

 с
-1

) 1,06 × 10
6 

— 
1,70 × 10

6 

(1,66 × 10
5
) 

— 
(-) 

Kd (с
-1

) 5,78 × 10
-5 

— 
1,53 × 10

-4 

(6,74 × 10
-5

) 
— 
(-) 

KD (нМ) 0,050 — 
0,090 

(0,405) 
— 
(-) 

Параметр ППР 3C1A5 2C9B10 

 SNAP-25197 SNAP-25206
в
 SNAP-25197 SNAP-25206

г
 

Ka (М
-1

 с
-1

) 2,17 × 10
5 

— 1,15 × 10
4 

— 

Kd (с
-1

) 2,88 × 10
-4 

— 3,11 × 10
-4 

— 

KD (нМ) 1,33 — 27,1 — 

Параметр ППР MC-6050 MC-6053 

 SNAP-25197 SNAP-25206 SNAP-25197 SNAP-25206 

Ka (М
-1

 с
-1

) 1,78 × 10
6 

3,06 × 10
2
  2,32 × 10

6 
1,06 × 10

2
 

Kd (с
-1

) 8,82 × 10
-4 

6,07 × 10
-3

 1,18 × 10
-3 

2,56 × 10
-5 

KD (нМ) 0,497 19800 0,508 240 
 

а
 При пропусканні по поверхні сенсорних чіпів CM5 до 125 нМ моноклональних анти-SNAP-25 

антитіл 1D3B8 після 10-хвилинного часу асоціації, зв'язування не спостерігалося. 
б
 При пропусканні по поверхні сенсорних чіпів CM5 до 10 мкМ моноклональних анти-SNAP-25 

антитіл 2E2A6 після 10-хвилинного часу асоціації, зв'язування не спостерігалося. 
в
 При пропусканні по поверхні сенсорних чіпів CM5 до 100 нМ моноклональних анти-SNAP-25 

антитіл 3C1A5 після 10-хвилинного часу асоціації, зв'язування не спостерігалося. 
г
 При пропусканні по поверхні сенсорних чіпів CM5 до 100 нМ моноклональних анти-SNAP-25 
антитіл 2C9B10 після 10-хвилинного часу асоціації, зв'язування не спостерігалося. 
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[0253] Для порівняння шести різних антитіл, константи швидкості прямої реакції (ka) і 
зворотної реакції (kd) для кожного з них нормували, використовуючи програмне забезпечення 
BIA evaluation 4.1. Для констант швидкості прямих реакцій дані окремо обрізали, видаляючи 
частину, що відповідає піку ін'єкції, і нормуючи до масштабу від 0 до 100. Для порівняння 
констант швидкості зворотної реакції дані нормували до точки припинення/вершини ін'єкції. Цей 5 

аналіз показав, що 2C9B10 мав набагато більш повільну константу швидкості прямої реакції, ніж 
інші антитіла (ФІГ. 7A), і що в MC-6053 константа швидкості зворотної реакції (дисоціації) 
набагато більш швидка ніж в інших антитіл (ФІГ. 7B). Швидка константа швидкості зворотної 
реакції MC-6053, вказує на те, що це антитіло не буде задовільно проявляти себе в методах, 
описаних у даній заявці, тому що цьому антитілу буде складно залишатися пов'язаним з 10 

антигеном субстрату під час стадій промивання. 
6. Секвенування епітопа ізольованих моноклональних анти-SNAP-25 антитіл. 
[0254] Для визначення епітопів ізольованих моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які 

можуть вибірково зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 
залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, секвенували молекули 15 

полінуклеотидів, що кодують варіабельний важкий (VH) і варіабельний легкий (VL) ланцюги 
моноклонального анти-SNAP-25 антитіла, одержаного від гібридом 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 
3C1A5 й 3C3E2. мРНК із кожної гібридоми виділяли й очищали, використовуючи стандартні 
протоколи, піддавали зворотній транскрипції для одержання кДНК, використовуючи як 
антизначеннєвий праймер олігодезокситимідин або специфічний для гена праймер (мишачий 20 

IgG1 CH і каппа CL). Для визначення ізотипу антитіла, одержану кДНК ампліфікували методом 
ПЛР із використанням специфічних мишачих і людських праймерів до постійних доменів. 
Вироджені праймери VH й VL використовували, для ампліфікації варіабельних областей на 
матриці кДНК. Для 5’RACE гомополімерний дЦТФ хвіст додавали до 3" кінця кДНК. Потім важкі й 
легкі ланцюги ампліфікували з олігодезоксигуанозином як значенєвого праймера й 25 

специфічного для гена антизначеннєвого праймера (CH/KC). ПЛР продукти включали 
послідовність сигнального пептиду, варіабельних і постійних областей аж до антизначеннєвого 
праймера. ПЛР продукти очищали методом гель-електрофорезу, для видалення маленьких 
фрагментів, і клонували у вектор для клонування по тупих кінцях або у вектор TA для 
секвенування. П'ять незалежних клонів для кожного ланцюга секвенували, будували 30 

вирівнювання для ланцюгів VH й VL і визначали консенсусну послідовність. Методи, використані 
для визначення послідовності амінокислот для VH й VL описані, наприклад, в Roger A. Sabbadini, 
et al., Novel Bioactive Lipid Derivatives and Methods of Making and Using Same, публікація патенту 
2007/0281320; і Peter Amersdorfer, et al., Molecular Characterization of Murine Humoral Immune 
Response to Botulinum Neurotoxin Type A Binding Domain as Assessed by Using Phage Antibody 35 

Libraries, 65(9) Infect. Immun. 3743-3752, кожна з яких включена в дану заявку за допомогою 
посилання. Крім того, доступні комерційні послуги по секвенуванню варіабельного важкого (VH) і 
варіабельного легкого (VL) ланцюгів антитіл й ідентифікації CDR області, див. наприклад, Fusion 
Antibodies Ltd., Північна Ірландія. В одному випадку, для домена VL 3C1A5, амінокислотну 
послідовність також визначали шляхом розділення антитіл, які пройшли афінне очищення, за 40 

допомогою двомірного електрофорезу з високим розрішенням і наступного фінгерпринт-аналізу 
пептидних фрагментів на наноРХ-ТМС після протеолітичного розщеплення. 

[0255] Послідовності полінуклеотидів, які складають ланцюги VH й VL моноклональних анти-
SNAP-25 антитіл, одержаних з гібридом, описаних даній заявці, йдуть далі: 1D3B8 VH (SEQ ID 
NO: 71), 2C9B10 VH (SEQ ID NO: 73), 2E2A6 VH (SEQ ID NO: 75), 3C1A5 VH (SEQ ID NO: 77), 45 

3C3E2 VH варіант 1 (SEQ ID NO: 79), 3C3E2 VH варіант 2 (SEQ ID NO: 81), 3C3E2 VH варіант 3 
(SEQ ID NO: 132), 1D3B8 VL (SEQ ID NO: 83), 2C9B10 VL (SEQ ID NO: 85), 2E2A6 VL (SEQ ID NO: 
87), 3C1A5 VL (SEQ ID NO: 89), і 3C3E2 VL (SEQ ID NO: 91). Послідовність амінокислот, які 
складають ланцюги VH й VL моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, одержаних з гібридом, 
розкритих у даному описі, йдуть далі: 1D3B8 VH (SEQ ID NO: 72), 2C9B10 VH (SEQ ID NO: 74), 50 

2E2A6 VH (SEQ ID NO: 76), 3C1A5 VH (SEQ ID NO: 78), 3C3E2 VH варіант 1 (SEQ ID NO: 80), 
3C3E2 VH варіант 2 (SEQ ID NO: 82); 3C3E2 VH варіант 2 (SEQ ID NO: 133), 1D3B8 VL (SEQ ID 
NO: 84), 2C9B10 VL (SEQ ID NO: 86), 2E2A6 VL (SEQ ID NO: 88), 3C1A5 VL (SEQ ID NO: 90), і 
3C3E2 VL (SEQ ID NO: 92). Послідовність амінокислот, які складають CDR області ланцюгів VH й 
VL моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, одержаних з гібридомами 1D3B8, 2C9B10, 2E2A6, 55 

3C1A5, і 3C3E2, наведені в Таблиці 23. 
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Таблиця 23 

 
Послідовності CDR доменів VH й VL моноклональних анти-SNAP-25 антитіл 

 

CDR Послідовність Детектована в SEQ ID NO: 

VH CDR 1 TFTDHSIH 
2E2A6 

2C9B10 
3C1A5

 
93 

VH CDR 1 TFTNYVIH 3C3E2 94 

VH CDR 1 IFTDHALH 1D3B8 95 

VH CDR 2 YIFPGNGNIEYNDKFKG 2E2A6
 

96 

VH CDR 2 YLFPGNGNFEYNEKFKG 
2C9B10 
3C1A5

 97 

VH CDR 2 YINPYNDGSKYNEKFKG 3C3E2
 

98 

VH CDR 2 YIFPGNGNIEYNEKFKG 1D3B8
 

99 

VH CDR 3 KRMGY 
2E2A6 
3C1A5 

100 

VH CDR 3 KKMDY 
2C9B10 
1D3B8 

101 

VH CDR 3 ARMDY 3C3E2var1 102 

VH CDR 3 ARMGY 3C3E2var2 134 

VH CDR 3 ARHLANTYYYFDY 3C3E2var3 135 

VL CDR 1 RSSQSIVHSNGNTYLE 1D3B8 103 

VL CDR 1 RTTENIYSYFV 2C9B10 104 

VL CDR 1 KSSQSLLYTNGKTYLT 2E2A6 105 

VL CDR 1 KSSQSLLNTNGKTYLT 3C1A5 106 

VL CDR 1 RASQNIGNYLH 3C3E2 107 

VL CDR 2 KVSNRFS 1D3B8 108 

VL CDR 2 NAKSLAE 2C9B10 109 

VL CDR 2 LVSELDS 2E2A6 110 

VL CDR 2 LVSKLDS 3C1A5 111 

VL CDR 2 YASQSIS 3C3E2 112 

VL CDR 3 FQGSHVPPT 1D3B8 113 

VL CDR 3 QHHYGTPYT 2C9B10 114 

VL CDR 3 LQSAHFPFT 2E2A6 115 

VL CDR 3 LQSSHFPFT 3C1A5 116 

VL CDR 3 QQSDTWPLT 3C3E2 117 

 
[0256] Необмежуючі приклади послідовностей амінокислот, які складають варіанти ділянки 

CDR ланцюга VH моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, одержаних з гібридом, описаних у 
даній заявці, включають варіанти VH CDR1 SEQ ID NO: 118 для 1D3B8; варіант VH CDR1 SEQ ID 5 

NO: 119 для VH 2C9B10, 2E2A6 й 3C1A5; варіант VH CDR1 SEQ ID NO: 120 для VH 3C1A5 й 
3C3E2 варіант 3; варіант VH CDR2 SEQ ID NO: 121 для 1D3B8 й 2E2A6; варіант VH CDR2 SEQ ID 
NO: 122 для VH 2C9B10 й 3C1A5; варіант VH CDR2 SEQ ID NO: 123 для VH 3C1A5 й 3C3E2 
варіант 3; варіант VH CDR3 MDY для 1D3B8 й 2C9B10; варіант VH CDR3 MGY для VH 2E2A6 й 
3C1A5; варіант VH CDR3 SEQ ID NO: 124 для VH 3C1A5 й 3C3E2 варіант 3. Необмежуючі 10 

приклади послідовностей амінокислот, які складають варіанти області CDR VL ланцюга 
моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, одержаних з гібридом, описаних у даному описі, 
включають варіанти VL CDR1 SEQ ID NO: 125 для 1D3B8; варіант VL CDR1 SEQ ID NO: 126 для 
2C9B10; варіант VL CDR1 SEQ ID NO: 127 для 2E2A6; варіант VL CDR1 SEQ ID NO: 128 для 
3C1A5; варіант VL CDR1 SEQ ID NO: 129 для 3C3E2; варіант VL CDR2 KVS для 1D3B8; варіант 15 

VL CDR2 NAK для 2C9B10; варіант VL CDR2 LVS для 2E2A6; варіант VL CDR2 YAT для 3C1A5; і 
варіант VL CDR2 YAS для 3C3E2. 

Приклад VIII 
Розробка поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які вибірково зв'язують епітоп SNAP-25, 

карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 20 

токсином BoNT/A 
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[0257] Наступний приклад ілюструє одержання поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які 
можуть вибірково зв'язуватися з епітопом SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 
залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. 

[0258] Для одержання поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які можуть вибірково 
зв'язуватися з SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку 5 

у сайті розщеплення токсином BoNT/A, як антиген продукту розщеплення SNAP-25 створили 
пептид з 10 амінокислотних залишків CGGGRIDEANQ (SEQ ID NO: 46). Цей пептид включав 
залишок цистеїну на N-кінці для зв'язування з KLH, гнучкий G-роздільник (GGG) пов'язаний з 
амінокислотами 191-197 з SNAP-25 людини (SEQ ID NO: 5) і карбоксильований глутамін на C-
кінці. Пошуки Blast показали, що в цього пептиду є висока гомологія тільки з SNAP-25 і немає 10 

майже ніякої можливості перехресної реактивності з іншими білками в нервових клітинах. 
Послідовність також ретельно досліджували, використовуючи комп'ютерні алгоритми, для 
визначення індексу гідрофобності, ймовірності поверхні білка, гнучких областей, і ймовірної 
вторинної структури, за чим ішла належна орієнтація й подання обраної послідовності пептиду. 
Пептид синтезували й кон'югували c гемоцианіном равлика (KLH), для збільшення 15 

імуногенності. Перш, ніж імунізувати тварин, які не піддавалися впливу, кроликів аналізували 
методом Вестерн-блотінга з лізатами від клітинних ліній-кандидатів, для ідентифікації тварин, у 
яких була відсутня імунореактивність до білку, який є присутнім у цих лізатах. Двох підданих 
попередньому скринінгу кроликів імунізували цим пептидом, і після трьох імунізацій зроблених 
протягом приблизно восьми тижнів, із кроликів добували кров для аналізу. Крові дозволяли 20 

згорнутися, інкубуючи її при 4 °C протягом 60 хвилин. Зсілу кров центрифугували при 10000 x g 
в 4 °C протягом 10 хвилин для осадження продуктів розпаду клітин. Зразки одержаної 
сироватки розділяли на аліквоти по 50 мкл, і зберігали при -20 °C до подальшого використання. 

[0259] Подібна стратегія, основана на інших антигенах SNAP-25, розкрита в даному описі, 
використовується для одержання моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, які можуть вибірково 25 

зв'язуватися з SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку 
у сайті розщеплення токсином BoNT/A. Наприклад, SNAP-25 SEQ ID NO: 47 може бути 
кон'югований з KLH замість антигену SNAP-25 SEQ ID NO: 46. Як інший приклад можна навести 
амінокислоти 191-197 з SNAP-25 людини з антигену SNAP-25 SEQ ID NO: 38 які можуть бути 
замінені на SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37, SEQ 30 

ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42, SEQ ID NO: 43 або SEQ ID NO: 44. 
2. Скринінг на наявність поліклональних анти-SNAP-25 антитіл. 
[0260] Для визначення наявності поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які можуть 

вибірково зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, виконували порівняльний 35 

твердофазний ІФА й клітинний тест розщеплення, з використанням витягнутої із кролика 
сироватки, як описано в Прикладі III. Сироватка від обох кроликів містила поліклональні анти-
SNAP-25 антитіла, здатні вибірково зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець 
якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. 
Поліклональні антитіла кролика α-SNAP-25 назвали NTP 22 й NTP 23. 40 

3. Очищення поліклональних анти-SNAP-25 антитіл 
[0261] Для виділення поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які можуть вибірково 

зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 
розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, антитіла NTP 22 й NTP 23 із 
сироватки кролика виділяли, використовуючи колонки для афінної хроматографії, що містять 45 

SNAP-25 антиген SEQ ID NO: 46. 
4. Оцінка специфічності зв'язування поліклональних анти-SNAP-25 антитіл 
[0262] Для оцінки специфічність зв'язування поліклональних анти-SNAP-25 антитіл, які 

можуть вибірково зв'язуватися з антигеном SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає 
залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, використовували 50 

очищені поліклональні анти-SNAP-25 антитіла NTP 22 й NTP 23 для детектування продукту 
розщеплення, клітинного тесту активності, імуноцитохімії й імунопреципітації як описано в 
Прикладі III. Клітинний тест розщеплення, імуноцитохімічний аналіз й аналіз імунопреципітації, 
показали, що поліклональні анти-SNAP-25 антитіла NTP 22 й NTP 23 не реагують із 
нерозщепленим антигеном SNAP-25. Таким чином як NTP 22 так й NTP 23 мають високу 55 

специфічність зв'язування із продуктом розщеплення SNAP-25197, що призводить до 
переважного розпізнавання цього продукту розпаду в порівнянні з нерозщепленим субстратом 
SNAP-25206. Афінність до антигенів можна визначити, використовуючи ППР згідно методу 
BiAcore як описано в Прикладі III. 

Приклад IX 60 
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Підготовка компонентів й умов для "сендвіч”-методу твердофазного ІФА 
[0263] Наступний приклад ілюструє ідентифікацію й підготовку компонентів й умов, 

необхідних для проведення тестів за допомогою "сендвіч”-методу твердофазного ІФА, що 
підходить для використання в імунологічних способах детектування активності ендопептидаз зі 
зміненою націленістю шляхом детектування продукту розщеплення SNAP-25 з використанням 5 

моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, специфічних для SNAP-25, карбоксильний кінець якого 
відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A. 

1. Приготування клітинних лізатів із клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою 
націленістю 

[0264] Для одержання лізатів із клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, 10 

для аналізу, клітинну культуру підходящої щільності клітин із запасної культури Neuro-2a 
засівали у флакон T175, що містить 50 мл середовища без сироватки, що містить мінімальне 
необхідне середовище, 2 мМ GlutaMAX™ I із солями Ерла, добавку 1 x B27, добавку 1 x N2, 0,1 
мМ замінних амінокислот, 10 мМ HEPES. Ці клітини інкубували при 37 °C в інкубаторі з вмістом 
вуглекислого газу 5 % до настання диференціювання клітин, яке оцінювали у відповідності зі 15 

стандартними й звичайними морфологічними критеріями, такими як блокування росту й 
витягування нейриту (приблизно 2-3 дня). Як контроль, клітинну культуру підходящої щільності 
клітин із запасної культури Neuro-2a засівали у флакон T175, що містить 50 мл відповідного 
живильного середовища (Таблиця 1). Ці недиференційовані контрольні клітини вирощували при 
37 °C в інкубаторі із вмістом вуглекислого газу 5 % до досягнення 50 %-ї конфлюентности 20 

(приблизно 18 годин). Середовище з диференційованої і контрольної недиференційованої 
культур видаляли аспірацією з кожної лунки й заміняли свіжим середовищем, що містить 0 
(неопрацьований зразок) або 10 нМ ендопептидази зі зміненою націленістю. Після інкубації 
протягом ночі клітини промивали й збирали шляхом лізису у свіжоприготовленому буфері для 
лізування з Triton X-100 (50 мМ HEPES, 150 мМ NaCl, 1,5 мМ MgCl2, 1 мМ EGTA, 1 % Triton X-25 

100) при 4 °C протягом 30 хвилин з постійним перемішуванням. Лизовані клітини 
центрифугували при 4000 об/хв протягом 20 хвилин при 4 °C для видалення залишків клітин, 
використовуючи настільну центрифугу. Концентрації білка в лізатах клітин вимірювали методом 
Бредфорда. 

2. Приготування й ідентифікація компонентів "сендвіч”-методу твердофазного ІФА 30 

[0265] Для ідентифікації підходящої пари антитіло для захоплення – детектуюче антитіло, за 
допомогою "сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою хемілюмінесценцією проводили 
аналіз двадцяти шести різних комбінацій пар антитіл для захоплення й детектуючих антитіл, що 
включають одинадцять різних антитіл для захоплення α-SNAP-25 і сім різних детектуючих анти-
SNAP-25 антитіл (Таблиця 12). Використовувані анти-SNAP-25 антитіла являли собою описані в 35 

даній заявці мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла 2E2A6 й 3C1A5, описані в даній 
заявці мишачі моноклональні анти-SNAP-25 антитіла SMI-81, MC-6050 й MC-6053, описані в 
даній заявці кролячі поліклональні анти-SNAP-25 антитіла NTP 23, кролячі поліклональні анти-
SNAP-25 антитіла S9684 (Sigma, Сент-Луїс, Міссурі), кролячі поліклональні анти-SNAP-25 
антитіла H-50 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Санта-Круз, Каліфорнія), козячі поліклональні 40 

анти-SNAP-25 антитіла C-18 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Санта-Круз, Каліфорнія), козячі 
поліклональні анти-SNAP-25 антитіла N-19 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Санта-Круз, 
Каліфорнія) і мишачі поліклональні анти-SNAP-25 антитіла SP12 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., 
Санта-Круз, Каліфорнія). 

[0266] Для приготування розчину антитіл для захоплення, моноклональні анти-SNAP-25 45 

антитіла, які містяться в асцитній рідині гібридомних клітинних ліній 2E2A6 й 3C1A5, як і 
моноклональні анти-SNAP-25 антитіла MC-6050 й MC-6053, виділяли за допомогою 
стандартного протоколу очищення з використанням білка А. Всі інші анти-SNAP-25 антитіла 
були придбані в очищеному виді. 

[0267] Для приготування розчину детектуючих антитіл, які відповідають анти-SNAP-25, 50 

антитіла кон'югували з реактивом для мічення на основі складного ефіру рутеній (II)-трис-
біпіридин-(4-метисульфонату) і N-ГС (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, Меріленд) відповідно 
до інструкцій виробника (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, Меріленд). Реакцію кон'югації 
проводили шляхом додавання 30 мкл розчину для розведення MSD SULFO-TAG™, розведеного 
в дистильованій воді, до 200 мкл поліклональних анти-SNAP-25 антитіл у концентрації 2 мг/мл, 55 

й інкубації реакційної суміші при кімнатній температурі протягом 2 годин у темряві. Позначені 
антитіла очищали, використовуючи стандартний протокол з використанням спін-колонок, і 
концентрацію білка визначали за допомогою стандартного колориметричного тесту на білок. 
Поглинаючу здатність кон'югатів анти-SNAP-25 антитіл/MSD SULFO-TAG™ вимірювали за 
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допомогою спектрофотометра при 455 нМ для визначення концентрації в молях на літр. Розчин 
детектуючих антитіл зберігали при 4 °C до використання. 

[0268] Для приготування твердофазної підкладки, що містить антитіла для захоплення, які 
специфічні до продукту розщеплення SNAP-25, приблизно 5 мкл відповідного розчину 
моноклональних анти-SNAP-25 антитіл (20 мкг/мл в 1 x ФБР) додавали до кожної лунки 96-5 

лункового планшета MSD High Bind, і розчин сушили на повітрі в біологічно чистому приміщенні 
протягом 2-3 годин до випаровування рідини з розчину. Потім лунки з іммобілізованими 
антитілами для захоплення блокували шляхом додавання в них 150 мкл блокуючого буфера, 
що містить 2 % Amersham Blocking Reagent (GE Life Sciences, Піскатауей, Нью-Джерсі) і 10 % 
козячої сироватки (VWR, Уест-Честер, Пенсільванія) на 2 години при кімнатній температурі. 10 

Заблоковані планшети запечатували й зберігали при 4 °C до використання. 
[0269] Для детектування присутності розщепленого продукту розщеплення SNAP-25 ECL 

"сендвіч”-методом твердофазного ІФА, з лунок збережених планшетів видаляли аспірацією 
блокуючий буфер, і до кожної лунки додавали 25 мкл клітин, оброблених ендопептидазою зі 
зміненою націленістю як описано вище, і планшети інкубували при 4 °C протягом ночі. Лунки 15 

планшета трикратно промивали, видаляючи аспірацією клітинний лізат і три рази обполіскуючи 
кожну лунку 200 мкл 1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). 
Після відмивання, у кожну лунку додавали 25 мкл розчину детектуючих антитіл у концентрації 5 
мкг/мл, що містить 2 % блокуючого реактиву Amersham в 1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20 ® 
(поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат), планшет запечатували й інкубували при кімнатній 20 

температурі протягом 1 години зі струшуванням. Після інкубації з детектуючими антитілами, 
лунки трикратно промивали 200 мкл 1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан 
монолауреат). Після промивання в кожну лунку додавали 150 мкл 1 x буфера для зчитування 
(Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, Меріленд) і аналізували планшети, використовуючи 
пристрій для зчитування зображень SECTOR™ Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, 25 

Меріленд). Обчислювали співвідношення сигналу, одержаного при дозі 10 нМ для кожної пари 
антитіл, до сигналу, одержаного при дозі 0 нМ для кожної пари антитіл (Таблиця 24). Ці 
результати показали, що серед двадцяти шести різних комбінацій досліджених пар антитіл 
тільки в трьох пар антитіл співвідношення сигналу до шуму було вище 10:1 для найбільш 
високої протестованої дози: Пара №1 (мишаче mAb 2E2A6 і кроляче pAb S9684), Пара №4 30 

(мишаче mAb 3C1A5 і кролячее pAb S9684) і Пара №18 (кроляче pAb S9684 і мишаче mAb 
2E2A6). Пара антитіл 1 була обрана для подальшої розробки тесту. 

 
Таблиця 24 

 
Скринінг комбінацій анти-SNAP-25 антитіл 

 

№ пари 
антитіл 

Антитіло для 
захоплення 

Детектуюче 
антитіло 

Детектування 
продукту 

розщеплення 
SNAP-25 

Детектування 
нерозщепленого 
субстрату SNAP-

25 

Співвідношення 
сигнал/шум 
(10 нм/0 нм) 

1 
Мишаче mAb 
2E2A6 

Кроляче pAb 
S9684 

Так Немає 26,6:1 

2 
Мишаче mAb 
2E2A6 

Козяче pAb N-19 Так Немає 7,3:1 

3 
Мишаче mAb 
2E2A6 

Кроляче pAb H-
50 

Так Немає 0,9:1 

4 
Мишаче mAb 
3C1A5 

Кроляче pAb 
S9684 

Так Немає 12,1:1 

5 
Мишаче mAb 
3C1A5 

Козяче pAb N-19 Так Немає 1,9:1 

6 
Мишаче mAb 
3C1A5 

Кроляче pAb H-
50 

Так Немає 0,9:1 

7 Козяче pAb C-18  
Кроляче pAb 
S9684 

Немає Немає 0,8:1 

8 Козяче pAb C-18 Козяче pAb N-19 Немає Немає 0,9:1 

9 Козяче pAb C-18 
Кроляче pAb H-
50 

Немає Немає 0,9:1 

10 Кроляче pAb H-50 
Мишаче mAb 
2E2A6 

Так Немає 0,9:1 
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Продовження таблиці 24 
 

№ пари 
антитіл 

Антитіло для 
захоплення 

Детектуюче 
антитіло 

Детектування 
продукту 

розщеплення 
SNAP-25 

Детектування 
нерозщепленого 
субстрату SNAP-

25 

Співвідношення 
сигнал/шум 
(10 нм/0 нм) 

11 Кроляче pAb H-50 Козяче pAb C-18 Немає Немає 1,0:1 

12 Козяче pAb N-19 
Мишаче mAb 
2E2A6 

Так Немає 0,9:1 

13 Козяче pAb N-19 Козяче pAb C-18 Немає Немає 1,1:1 

14 
Кроляче pAb NTP 
23 

Козяче pAb N-19 Так Немає 1,2:1 

15 
Кроляче pAb NTP 
23 

Козяче pAb C-18 Немає Немає 1,1:1 

16 
Кроляче pAb NTP 
23 

Мишаче pAb 
SP12 

Так Немає 1,3:1 

17 
Кроляче pAb NTP 
23 

Кроляче pAb H-
50 

Так Немає 1,1:1 

18 
Кроляче pAb 
S9684 

Мишаче mAb 
2E2A6 

Так Немає 21,3:1 

19 
Кроляче pAb 
S9684 

Козяче pAb C-18 Немає Немає 0,7:1 

20 
Кроляче pAb 
S9684 

Мишаче mAb 
SMI-81 

Так Так 1,2:1 

21 
Мишаче mAb SMI-
81 

Кроляче pAb 
S9684 

Так Так 1,1:1 

22 
Мишаче mAb SMI-
81 

Козяче pAb N-19 Так Так 1,0:1 

23 
Мишаче mAb SMI-
81 

Козяче pAb C-18 Немає Немає 0,8:1 

24 
Мишаче pAb 
SP12 

Козяче pAb C-18 Немає Немає 1,0:1 

25 
Мишаче mAb MC-
6050 

Кроляче pAb 
S9684 

Так Так 5,0:1 

26 
Мишаче mAb MC-
6053 

Кроляче pAb 
S9684 

Так Так 7,1:1 

 
Приклад X 
Імунологічний спосіб детектування ендопептидаз зі зміненою націленістю, що мають 

ферментативну активність легкого ланцюга BoNT/A, за допомогою "сендвіч”-методу 5 

твердофазного ІФА з посиленою хемілюмінесценцією 
[0270] Наступний приклад ілюструє імунологічні способи детектування активності 

ендопептидаз зі зміненою націленістю шляхом детектування продукту розщеплення SNAP-25 з 
використанням моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, специфічних до продукту розщеплення 
SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті 10 

розщеплення токсином BoNT/A, за допомогою "сендвіч”-методу твердофазного ІФА з 
посиленою хемілюмінесценцією. 

[0271] Для одержання лізатів з клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, 
що має ферментативну активність легкого ланцюга BoNT/A, клітинну культуру підходящої 
щільності клітин зі стабільної клітинної лінії засівали в лунки 96-лункових планшетів для культур 15 

тканин, що містять 100 мл відповідного середовища. Ці клітини інкубували при 37 °C в 
інкубаторі з вмістом вуглекислого газу 5 % протягом 24 годин. Середовище від клітин видаляли 
аспірацією з кожної лунки й замінювали свіжим середовищем, що містить 0 (неопрацьований 
зразок) або одну з доз, визначених в експерименті згідно відповіді на дози цієї ендопептидази зі 
зміненою націленістю. Після інкубації протягом 24 годин клітини промивали й збирали. 20 

[0272] Для приготування розчину антитіл для захоплення α-SNAP-25, моноклональні анти-
SNAP-25 антитіла, які містяться в асцитній рідині гібридомної клітинної лінії 2E2A6, виділяли за 
допомогою стандартного протоколу очищення з використанням білка А. Для приготування 
розчину детектуючих анти-SNAP-25 антитіл, кролячі поліклональні анти-SNAP-25 антитіла 
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S9684 (Sigma, Сент-Луїс, Міссурі) кон'югували з реактивом для мічення на основі складного 
ефіру рутеній (II)-трис-біпіридин-(4-метисульфонату) і N-ГС (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, 
Меріленд) відповідно до інструкцій виробника (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, Меріленд). 
Реакцію кон'югації, очищення мічених анти-SNAP-25 антитіл, визначення концентрації й 
зберігання проводили як описано в Прикладі VI. 5 

[0273] Для приготування твердофазної підкладки, що містить антитіла для захоплення, які 
специфічні до продукту розщеплення SNAP-25, приблизно 5 мкл розчину моноклональних анти-
SNAP-25 антитіл 2E2A6 (20 мкг/мл в 1 x ФБР) додавали до кожної лунки 96-лункового планшета 
MSD High Bind, і розчин сушили на повітрі в біологічно чистому приміщенні протягом 2-3 годин 
до випаровування рідини з розчину. Потім лунки з іммобілізованими антитілами для захоплення 10 

блокували й використовували безпосередньо для детектування активності ендопептидази зі 
зміненою націленістю. 

[0274] Для детектування присутності розщепленого продукту SNAP-25 ECL "сендвіч”-
методом твердофазного ІФА, з лунок збережених планшетів видаляли аспірацією блокуючий 
буфер, і до кожної лунки додавали 25 мкл клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою 15 

націленістю, і планшети інкубували при 4 °C протягом ночі. Лунки планшета трикратно 
промивали, видаляючи аспірацією клітинний лізат і три рази обполіскуючи кожну лунку 200 мкл 
1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Після відмивання, у 
кожну лунку додавали 25 мкл розчину детектуючих антитіл у концентрації 5 мкг/мл, що містить 
2 % блокуючого реактиву Amersham в 1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20 ® (поліоксиетилен (20) 20 

сорбітан монолауреат), планшет запечатували й інкубували при кімнатній температурі протягом 
1 години зі струшуванням. Після інкубації з детектуючими антитілами, лунки трикратно 
промивали 200 мкл 1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). 
Після промивання в кожну лунку додавали 150 мкл 1 x буфера для зчитування (Meso Scale 
Discovery, Гейтерсбург, Меріленд) і аналізували планшети, використовуючи пристрій для 25 

зчитування зображень SECTOR™ Imager 6000 (Meso Scale Discovery, Гейтерсбург, Меріленд). 
Зібрані дані аналізували й обчислювали EC50 як описано в Прикладі VI. Для ендопептидаз зі 
зміненою опіоїдною націленістю ці результати показали, що в середньому при EC50 детектували 
1,0 нМ Noc/A (у діапазоні приблизно від 0,3 нМ до 2,0 нМ) при співвідношенні сигналу до шуму 
для нижньої асимптоти приблизно від 15:1 до 20:1 і співвідношенні сигналу до шуму для 30 

верхньої асимптоти приблизно від 180:1 до 300:1. 
Приклад XI 
Імунологічний спосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю за 

допомогою CL "сендвіч”-методу твердофазного ІФА 
[0275] Наступний приклад ілюструє імунологічні способи детектування активності 35 

ендопептидаз зі зміненою націленістю шляхом детектування продукту розщеплення SNAP-25 з 
використанням моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, специфічних до SNAP-25, 
карбоксильний кінець якого відповідає залишку P1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення 
токсином BoNT/A, за допомогою CL "сендвіч”-методу твердофазного ІФА. 

[0276] Лізат із клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, і розчин антитіл 40 

для захоплення α-SNAP-25 одержували як описано в Прикладі VII. 
[0277] Для приготування розчину детектуючих анти-SNAP-25 антитіл, поліклональні анти-

SNAP-25 антитіла S9684 (Sigma, Сент-Луїс, Міссурі) кон'югували з пероксидазою хрону (HRP) 
відповідно до інструкцій виробника (Pierce Biotechnology, Inc., Рокфорд, Іллінойс). Реакцію 
кон'югації проводили шляхом додавання 500 мкл поліклональних анти-SNAP-25 антитіл у 45 

концентрації 1 мг/мл у пробірку, що містить ліофілізовану активовану пероксидазу, змішування 
компонентів і наступного додавання 10 мкл ціаноборгідриду натрію. Цю реакційну суміш 
інкубували при кімнатній температурі протягом 1 години під витяжкою. Після зупинки реакції 
мічені антитіла виділяли, використовуючи стандартний протокол з використанням спін-колонок, і 
концентрацію білка визначали за допомогою стандартного колориметрического тесту на білок. 50 

Поглинаючу здатність кон'югатів поліклональних анти-SNAP-25 антитіл/HRP вимірювали за 
допомогою спектрофотометра при 455 нМ для визначення концентрації в молях на літр. Розчин 
детектуючих анти-SNAP-25 антитіл зберігали при 4 °C до використання. 

[0278] Для приготування твердофазної підкладки, що містить антитіла для захоплення α-
SNAP-25, які специфічні до продукту розщеплення SNAP-25, приблизно 100 мкл розчину 55 

моноклональних анти-SNAP-25 антитіл 2E2A6 (1 мг/мл в 1 x ФБР) додавали до кожної лунки 96-
лункового білого планшета Greiner, планшети інкубували при 4 °C протягом ночі й надлишок 
розчину антитіл видаляли. Потім лунки з іммобілізованими антитілами для захоплення 
блокували шляхом додавання в них 150 мкл блокуючого буфера, що містить 2 % Amersham 
Blocking Reagent (GE Life Sciences, Піскатауей, Нью-Джерсі) і 10 % козячої сироватки (VWR, 60 
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Уест-Честер, Пенсільванія) на 1 годину при кімнатній температурі. Блокуючий буфер видаляли 
й планшети насухо просочували за допомогою паперових рушників шляхом перекидання й 
постукування. Потім лунки з іммобілізованими антитілами для захоплення блокували й 
використовували безпосередньо для детектування активності ендопептидази зі зміненою 
націленістю. 5 

[0279] Для детектування присутності розщепленого продукту SNAP-25 за допомогою CL 
"сендвіч”-методу твердофазного ІФА, до кожної лунки додавали 50 мкл лізату клітин, 
оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, планшети запечатували й інкубували на 
струшувачі зі швидкістю 500 об/хв при 4 °C від 2-4 до цілої ночі. Лунки планшета трикратно 
промивали, видаляючи аспірацією клітинний лізат і три рази обполіскуючи кожну лунку 200 мкл 10 

1 x ФБР, 0,05 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Після промивання, у 
кожну лунку додавали 100 мкл розчину детектуючих поліклональних анти-SNAP-25 антитіл/HRP 
у концентрації 1 мг/мл, що містить 2 % блокуючого реактиву Amersham в 1 x ФБР, 0,1 % 
TWEEN-20 ® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат), планшет запечатували й інкубували 
на струшувачі зі швидкістю 650 об/хв при кімнатній температурі протягом 1 години. Після 15 

інкубації з детектуючими антитілами, лунки трикратно промивали 200 мкл 1 x ФБР, 0,05 % 
TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Після промивання в кожну лунку 
додавали 100 мкл суміші SuperSignal ELISA Pico 1:1 (Pierce Biotechnology, Inc., Рокфорд, 
Іллінойс) і аналізували планшети, використовуючи люмінометр (Molecular Devices, Санівейл, 
Каліфорнія) на 395 нМ. Зібрані дані аналізували й обчислювали EC50 як описано в Прикладі VI. 20 

Приклад XII 
Імунологічний спосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю за 

допомогою багатоканального "сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою 
хемілюмінесценцією 

[0280] Наступний приклад ілюструє багатоканальні імунологічні способи детектування 25 

активності ендопептидаз зі зміненою націленістю шляхом детектування продукту розщеплення 
SNAP-25 з використанням моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, специфічних до продукту 
розщеплення SNAP-25, і другої пари антитіл до іншого білка. 

[0281] Тест на активність ендопептидази зі зміненою націленістю можна провести за 
допомогою багатоканального "сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою 30 

хемілюмінесценцією. Такий тест описаний у родинній заявці на патент на ім'я Ester Fernandez-
Salas, et al., Immuno-Based Botulinum Toxin Serotype A Activity Assays, заявка на патент США № 
12/403531, яка повністю включена в дану заявку за допомогою посилання, і його можна 
використовувати із клітинними лініями, ендопептидазами зі зміненою націленістю й 
відповідними клітинними лініями, описаними в даній заявці. 35 

Приклад XIII 
Імунологічний спосіб детектування активності ендопептидаз зі зміненою націленістю за 

допомогою багатоканального EC "сендвіч”-методу твердофазного ІФА 
[0282] Наступний приклад ілюструє багатоканальні імунологічні способи детектування 

активності ендопептидаз зі зміненою націленістю шляхом детектування продукту розщеплення 40 

SNAP-25 з використанням моноклональних анти-SNAP-25 антитіл, специфічних до продукту 
розщеплення SNAP-25, і другої пари антитіл до іншого білка. 

[0283] Тест на активність ендопептидази зі зміненою націленістю можна провести за 
допомогою багатоканального "сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою 
хемілюмінесценцією. Такий тест описаний у родинній заявці на патент на ім'я Ester Fernandez-45 

Salas, et al., Immuno-Based Botulinum Toxin Serotype A Activity Assays, заявка на патент США № 
12/403531, яка повністю включена в дану заявку за допомогою посилання, і його можна 
використовувати із клітинними лініями, ендопептидазами зі зміненою націленістю й 
відповідними клітинними лініями, описаними в даній заявці. 

Приклад XIV 50 

Імунологічний спосіб детектування наномолярних кількостей ендопептидаз зі зміненою 
націленістю 

[0284] Наступний приклад ілюструє здійснення імунологічних способів детектування 
наномолярних кількостей активності ендопептидаз зі зміненою націленістю. 

1. Імунологічний спосіб детектування ендопептидаз зі зміненою націленістю за допомогою 55 

"сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою хемілюмінесценцією. 
[0285] Для одержання лізатів із клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, 

приблизно від 50000 до 150000 клітин зі стабільної клітинної лінії, що підходить для тесту, 
засівали в лунки 96-лункових, покритих полі-D-лізином, планшетів для культур тканин, що 
містять 100 мл відповідного середовища (див. Приклади I й II). Ці клітини інкубували при 37 °C в 60 
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інкубаторі з вмістом вуглекислого газу 5 % протягом 24 годин. Середовище від клітин видаляли 
аспірацією з кожної лунки й заміняли свіжим середовищем, що містить 0 (неопрацьований 
зразок) або підходящу дозу відповідно до відповіді, як описано в даній заявці для кожної 
ендопептидази зі зміненою націленістю. Після інкубації протягом 24 годин, клітини промивали й 
збирали, або інкубували протягом додаткових двох днів під час відсутності ендопептидази зі 5 

зміненою націленістю перед збиранням. Для збирання клітин, середовище видаляли 
аспірацією, промивали 1 x ФБР і лізували клітини шляхом додавання в кожну лунку 30 мкл 
лізуючого буфера, що містить 50 мМ HEPES, 150 мМ NaCl, 1,5 мМ MgCl

2
, 1 мМ EGTA, 1 % Triton 

X-100, і інкубували планшет на струшувачі з обертанням при 500 об/хв протягом 30 хвилин при 
4 °C. Для осадження залишків клітин планшет центрифугували при 4000 об/хв протягом 20 10 

хвилин при 4 °C, після чого супернатант переносили в 96-лунковий планшет, покритий 
антитілами для захоплення, для проведення етапу детекції. 

[0286] Розчин антитіл для захоплення α-SNAP-25, розчин детектуючих анти-SNAP-25 
антитіл і твердофазну підкладку, що містить антитіла для захоплення, які специфічні до 
розщепленого продукту SNAP-25, одержували як описано в Прикладі VII. 15 

[0287] Для детектування присутності розщепленого продукту SNAP-25 за допомогою 
"сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою хемілюмінесценцією, зі збережених 
планшетів видаляли аспірацією блокуючий буфер, до кожної лунки додавали 25-30 мкл клітин, 
оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, і планшети інкубували при 4 °C протягом 
2 або 24 годин. Лунки планшета трикратно промивали, видаляючи аспірацією клітинний лізат і 20 

три рази обполіскуючи кожну лунку 200 мкл 1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) 
сорбітан монолауреат). Після промивання, у кожну лунку додавали 25 мкл розчину детектуючих 
анти-SNAP-25 антитіл у концентрації 5 мкг/мл, що містить 2 % блокуючого реактиву Amersham в 
1 x ФБР, 0,1 % TWEEN-20 ® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат), планшет 
запечатували й інкубували при кімнатній температурі протягом 1 години зі струшуванням. Після 25 

інкубації з детектуючими анти-SNAP-25 антитілами, лунки трикратно промивали 200 мкл 1 x 
ФБР, 0,1 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Після промивання 
планшети обробляли, зібрані дані аналізували й обчислювали EC50 як описано в Прикладі VI. 
Ці результати показали, що в середньому при EC50 детектували 1,0 нМ Noc/A у клітин із 
клональної клітинної лінії №3 SK-N-DZ (у діапазоні приблизно від 0,3 нМ до 2,0 нМ) при 30 

співвідношенні сигналу до шуму для верхньої асимптоти приблизно від 20:1 до 300:1. Крім того, 
у середньому при EC50 детектували 3,7 нМ Noc/A у клітин із клональної клітинної лінії №6 AGN 
P33 (у діапазоні приблизно від 2,0 нМ до 5,5 нМ) при співвідношенні сигналу до шуму для 
верхньої асимптоти приблизно від 20:1 до 500:1. Для клітин SK12, специфічних для 
ендопептидази зі зміненою націленістю, що містить ліганд динорфін А, у середньому при EC50 35 

детектували 8,4 нМ Dyn/A у клітин SK12 (у діапазоні приблизно від 4,5 нМ до 10,0 нМ) при 
співвідношенні сигналу до шуму для верхньої асимптоти приблизно від 10:1 до 20:1. Крім того, у 
середньому при EC50 детектували 8,8 нМ галанін-TVEMP у клітин із клональної клітинної лінії 
№7 Neuro-2a (у діапазоні приблизно від 5,0 нМ до 15,5 нМ) при співвідношенні сигналу до шуму 
для верхньої асимптоти приблизно від 20:1 до 200:1. Цей спосіб можна також застосовувати в 40 

багатоканальному режимі, як описано в Прикладі IX. 
2. Імунологічний спосіб детектування ендопептидаз зі зміненою націленістю за допомогою 

CL "сендвіч”-методу твердофазного ІФА. 
[0288] Лізат із клітин, оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, і розчин антитіл 

для захоплення α-SNAP-25 одержували як описано в Прикладі VII. Розчин детектуючих анти-45 

SNAP-25 антитіл і твердофазну підкладку, що містить антитіла для захоплення, які специфічні 
до розщепленого продукту SNAP-25, одержували як описано в Прикладі VIII. 

[0289] Для детектування присутності розщепленого продукту SNAP-25 за допомогою CL 
"сендвіч”-методу твердофазного ІФА, до кожної лунки додавали 100 мкл лізату клітин, 
оброблених ендопептидазою зі зміненою націленістю, планшети запечатували й інкубували на 50 

струшувачі з обертанням 500 об/хв при 4 °C протягом 2 годин або 24 годин. Лунки планшета 
трикратно промивали, видаляючи аспірацією клітинний лізат і три рази обполіскуючи кожну 
лунку 200 мкл 1 x ФБР, 0,05 % TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Після 
промивання, у кожну лунку додавали 100 мкл розчину детектуючих поліклональних анти-SNAP-
25 антитіл/HRP у концентрації 1 мг/мл, що містить 2 % блокуючого реактиву Amersham в 1 x 55 

ФБР, 0,1 % TWEEN-20 ® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат), планшет запечатували й 
інкубували на струшувачі з обертанням 650 об/хв при кімнатній температурі протягом 1 години. 
Після інкубації з детектуючими антитілами, лунки трикратно промивали 200 мкл 1 x ФБР, 0,05 % 
TWEEN-20® (поліоксиетилен (20) сорбітан монолауреат). Після промивання в кожну лунку 
додавали 100 мкл суміші SuperSignal ELISA Pico 1:1 (Pierce Biotechnology, Inc., Рокфорд, 60 
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Іллінойс) і аналізували планшети, використовуючи люмінометр (Molecular Devices, Саннівейл, 
Каліфорнія) на 395 нМ. Зібрані дані аналізували й обчислювали EC50 як описано в Прикладі VI. 
Цей спосіб можна також застосовувати в багатоканальному режимі як описано в Прикладі IX. 

Приклад XV 
Імунологічний спосіб детектування нейтралізуючих антитіл проти ендопептидази зі зміненою 5 

націленістю 
[0290] Наступний приклад ілюструє здійснення імунологічного способу, здатного детектувати 

присутність нейтралізуючих анти-Noc/A антитіл. 
[0291] У цей час Noc/A проходить оцінку на предмет придатності для лікування хворобливих 

станів, деякі з яких є хронічними. При повторному довгостроковому лікуванні за допомогою 10 

Noc/A у пацієнта можуть з'явитися нейтралізуючі анти-Noc/A антитіла до ендопептидази зі 
зміненою націленістю, що призведе до імунної резистентності. Нейтралізуючі антитіла Noc/A 
інгібують активність ендопептидази зі зміненою націленістю, блокуючи поглинання 
ендопептидази зі зміненою націленістю нейронними й іншими клітинами-мішенями шляхом 
зв'язування із націлюючим лігандним доменом та/або транслокаційним доменом (HN) 15 

ендопептидази зі зміненою націленістю. На сьогоднішній день відсутній затверджений тест для 
визначення присутності нейтралізуючих анти-Noc/A антитіл у крові пацієнта. Розробка 
клітинного тесту для детектування нейтралізуючих антитіл у пацієнтів, які проходять лікування 
за допомогою ендопептидаз зі зміненою націленістю, дозволить підвищити економічну 
ефективність й економію часу. 20 

[0292] Для детектування присутності або відсутності нейтралізуючих анти-Noc/A антитіл 
можна використовувати імунологічні способи визначення активності ендопептидаз зі зміненою 
націленістю, описані в даній заявці. Одним з таких способів є визначення кількості продукту 
розщеплення SNAP-25, який присутній після обробки різними концентраціями Noc/A й 
детектування за допомогою Вестерн-блотінгу, іншим способом є детектування за допомогою 25 

"сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою хемілюмінесценцією. 
[0293] Для приготування зразка, що містить нейтралізуючі анти-Noc/A антитіла, виділяли 

сироватку із крові мавпи, імунізованої α-Noc/A, і одержували з неї антитіла за допомогою 
афінного очищення. Також проводили імунізацію кроликів пептидом варіанта ноцицептину, 
націлюючого ліганд, який є присутнім у молекулі Noc/A, збирали їх сироватку й виділяли 30 

антитіла за допомогою афінного очищення (з використанням поліклональних антитіл проти 
ноцицептину). 

[0294] Для одержання лізату із клітин, оброблених зразком, що містить Noc/A, клітини із 
клональної клітинної лінії №3 SK-N-DZ і клітини із клональної клітинної лінії №6 AGN P33 
засівали в 96-лункові планшети, покриті полі-D-лізином, на 16-18 годин. Поліклональні антитіла 35 

проти ноцицептину в концентрації 0-3 мкг/мл розбавляли СБС RPMI (з додаванням N2, B27 й 
NGF), що містить 1 нМ Noc/A, і проводили попередню інкубацію суміші при кімнатній 
температурі протягом 1 години. Потім розчини додавали до клітин й інкубували протягом 24 год. 
перед проведенням тестів згідно ECL-методу твердофазного ІФА. Дані антитіла проти варіанта 
ноцицептину повністю блокували поглинання 1 нМ Noc/A при концентрації 1 мкг/мл (> 90 % 40 

інгібування) в обох клітинних лініях. Мавпячі поліклональні антитіла проти Noc/A також 
протестували із цими клітинними лініями. Клітини засівали в 96-лункові планшети, покриті полі-
D-лізином, по 100000 клітин на лунку в живильне середовище RPMI, що містить N2, B27 й NGF, 
на 24 години. Поліклональні антитіла проти Noc/A у концентрації 0-20 мкг/мл розбавляли 
середовищем, що містить 1 нМ Noc/A, і проводили попередню інкубацію суміші при кімнатній 45 

температурі протягом 1 години. Потім суміш додавали до клітин й інкубували протягом 24 год. 
перед проведенням тестів згідно ECL-методу твердофазного ІФА. У клітинній лінії SK-N-DZ 
спостерігали інгібування до 60 % при найвищих концентраціях поліклональних антитіл проти 
Noc/A 6-20 мкг/мл і близько 30 % у клональній клітинній лінії №6 AGN P33. Це можна пояснити 
тим, що поліклональні антитіла проти Noc/A не специфічні відносно ділянки зв'язування й 50 

включають інші антитіла, які зв'язуються з іншими ділянками молекули, досягаючи лише 
часткового блокування при досліджених концентраціях. Для досягнення повного блокування 
можуть знадобитися більш високі концентрації. 

[0295] Для детектування присутності розщепленого продукту SNAP-25 за допомогою 
Вестерн-блотінга, з кожної лунки видаляли аспірацією живильне середовище, клітини 55 

суспендували в 50 мкл буфера для завантаження ДСН-ПААГ і нагрівали зразки при 95 °C 
протягом 5 хвилин. Аліквоти від кожного зібраного зразка аналізували Вестерн-блотінгом як 
описано в Прикладі I, за винятком того, що зібрані зразки розділяли на ДСН-ПААГ, 
використовуючи 12 % гелі Criterion на 26 лунок (Bio-Rad Laboratories, Геркулес, Каліфорнія), і як 
первинні антитіла використовували кролячі поліклональні анти-SNAP-25 антитіла197 (див. 60 
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Приклад V). Результати дозволили ідентифікувати найменшу концентрацію ендопептидази зі 
зміненою націленістю, що призводить до появи детектованої смужки на Вестерн-блоті, що 
відповідає продукту розщеплення SNAP-25. 

[0296] Для детектування присутності розщепленого продукту SNAP-25 за допомогою 
"сендвіч”-методу твердофазного ІФА з посиленою хемілюмінесценцією, з кожної лунки 5 

видаляли середовище й лізували клітини як описано в Прикладі VI. Розчин антитіл для 
захоплення α-SNAP-25, розчин детектуючих анти-SNAP-25 антитіл і твердофазну підкладку α-
SNAP-25 одержували як описано в Прикладі VIII. Супернатанти наносили на твердофазну 
підкладку α-SNAP-25 і тест згідно ECL "сендвіч”-методу твердофазного ІФА проводили 
відповідно до детального опису із Приклада VI. Зібрані дані аналізували й обчислювали EC50 як 10 

описано в Прикладі VI, за винятком того, що EC50 являла собою розведення сироватки, 
необхідне для інгібування активності ендопептидази зі зміненою націленістю до ½ її 
максимального значення, а співвідношення максимального сигналу (SignalMax) до мінімального 
сигналу (Signal

Min
) одержували шляхом розділення інтенсивності сигналу від продукту 

розщеплення SNAP-25, одержаного при найбільшому розведенні антитіл, на інтенсивність 15 

сигналу, одержаного при найменшому розведенні антитіл. 
[0297] Результати продемонстрували можливість детектування присутності нейтралізуючих 

анти-Noc/A антитіл у сироватці мавпи й антитіл проти варіанта ноцицептину у кролика. 
Активність молекул Noc/A, проінкубованих з антитілами, що пройшли афінне очищення з 
імунізованої тварини, знижувалася в міру зниження ступеня розведення антитіл. Той самий тест 20 

проводили із сполуками Dyn/A і галанін-TVEMP з використанням клітинних ліній, специфічних 
для кожної тестувальної сполуки. 

Приклад XV 
Розробка клітинного тесту на ендопептидазу зі зміненою галаніновою націленістю 
[0298] Наступний приклад ілюструє ідентифікацію стабільних клітинних ліній, що мають 25 

здатність поглинати ендопептидази зі зміненою націленістю, необхідних для розробки 
клітинного тесту на активність. 

1. Вирощування запасних культур клітинних ліній-кандидатів 
[0299] Для вирощування клітинних ліній, культуру підходящої щільності клітин з тестувальної 

клітинної лінії засівали у флакони для культур тканин на 162 см
2
, що містять 30 мл підходящого 30 

живильного середовища (див. Таблицю 25), і інкубували при 37 °C в інкубаторі з вмістом 
вуглекислого газу 5 % або 10 % до досягнення клітинами бажаної щільності. 

 
Таблиця 25 

 
Зведена таблиця всіх клітинних ліній і відповідних їм середовищ. 

 

Тип клітин; опис; джерело 
Повне середовище (ПС) 

Все від Invitrogen (якщо не 
зазначене інше) 

Середовище без сироватки 
(СБС) 

Все від Invitrogen (якщо не 
зазначене інше) 

SiMa (Клітинна лінія 
нейробластоми людини, DSMZ# 
ACC 164, Брауншвейг, Німеччина) 
SiMa H1 (клонована клітинна лінія 
із клітин SiMa) 

RPMI 1640 (90 %) 
Ембріональна бичача 
сироватка (ЕБС, 10 %) 
ЗАДО (0,1 мм),  
HEPES (10 мм),  
Піруват натрію (1 мм)  
Пеніцилін (100 од. на мл)  
Стрептоміцин (100 мкг на мл),  

RPMI 1640 (90 %) 
ЗАДО (0,1 мм),  
HEPES (10 мм),  
Піруват натрію (1 мм)  
Пеніцилін (100 од. на мл)  
Стрептоміцин (100 мкг на 
мл) 
Добавка N2 (1x) 
Добавка B27 (1x)  

Neuro-2a 
(Нейробластоми миші: 
(ATCC#CCl131, Манасас, 
Вірджинія)  

МНС Ерла (90 %) 
Ембріональна бичача 
сироватка 10 %) 
ЗАДО (0,1 мм),  
HEPES (10 мм),  
Піруват натрію (1 мм), 
Пеніцилін (100 од. на мл), 
Стрептоміцин (100 мкг на мл) 

МНСЕ (90 %) 
ЗАДО (0,1 мм),  
HEPES (10 мм),  
Піруват натрію (1 мм), 
Пеніцилін (100 од. на мл), 
Стрептоміцин (100 мкг на 
мл) 
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Продовження таблиці 25 
 

Тип клітин; опис; джерело 
Повне середовище (ПС) 

Все від Invitrogen (якщо не 
зазначене інше) 

Середовище без сироватки 
(СБС) 

Все від Invitrogen (якщо не 
зазначене інше) 

PC-12 
Феохромоцитома пацюка 
(ATCC # CRL-1721) 

RPMI 1640 (90 %) 
Діалізована ЕБС (5 %) 
Сироватка коня (10 %) 
HEPES (10 мм) 
Піруват натрію (1 мм) 
D-глюкоза (0,5 %, Sigma) 
Пеніцилін (100 од. на мл);  
Стрептоміцин (100 мкг на мл) 
Добавка N2 (1x) 
 

Середовище для 
диференціювання: 
RPMI 1640 (90 %) 
HEPES (10 мм) 
Піруват натрію (1 мм) 
D-глюкоза (0,5 %, Sigma) 
Пеніцилін (100 од. на мл);  
Стрептоміцин (100 мкг на 
мл) 
Добавка N2 (1x) 
Альбумін бичачої сироватки 
(0,2 % вага./об.) 
NGF (50 нг на мл, Promega) 

P19 
Ембріональна карцинома миші 
(ATCC #CRL-1825) 

МНС Alpha (90 %) 
Ембріональна теляча 
сироватка (7,5 %) 
ЕБС (2,5 %) 
Пеніцилін (100 од. на мл);  
Стрептоміцин (100 мкг на мл) 

МНС Alpha (90 %) 
ЕБС (2,5 %) 
Пеніцилін (100 од. на мл);  
Стрептоміцин (100 мкг на 
мл) 

 
ЗАДО: замінні амінокислоти, МНС: мінімальне необхідне середовище. МНСД: МНС Дульбеко. 
МНСЕ - МНС Ерла. Варто звернути увагу на те, що диференціювання клітин PC-12 
проводили в середовищі для диференціювання, а не в СБС. 
 
2. Скринінг комерційних клітинних ліній на чутливість до сполук галанін-TVEMP. 
[0300] Проводили скринінг комерційних клітинних ліній на чутливість до сполук галанін-

TVEMP, що вимірювалася згідно розщепленню SNAP25 після обробки відповідними сполуками. 5 

Для скринінга й тестування використовували різні сполуки галанін-TVEMP. Клітини PC-12, 
Neuro-2a, SiMa й P19 засівали в середовище без сироватки на три дні або в ПС на один день. Ці 
диференційовані клітини й клітини, що не піддавалися обробці, обробляли протягом 18 годин 
галанін-TVEMP із серії А в концентраціях 0 й 75 нМ. Галанін-TVEMP із серії А продемонстрував 
активність як у клітинах PC-12, так і у клітинах Neuro-2a, про що свідчили за збільшенням 10 

присутності розщепленого SNAP25, і клітини Neuro-2a у диференційованому стані більш чутливі 
до сполук TVEMP з лігандом галаніну, ніж клітини, що не піддавалися обробці. За критерієм 
активності клітин, PC-12 знаходиться на першому місці, за якими йдуть Neuro-2a, і нарешті, 
клітини SiMa. Було необхідно визначити, чи було поглинання специфічним для цих сполук зі 
зміненою галаніновою націленістю, і тому було важливо провести тестування цих клітини з 15 

іншими сполуками, які не містять галанінового ліганду. Noc/A являє собою сполуку зі зміненою 
націленістю, що містить як ліганд варіант ноцицептину, а також сполуку LHN/A (негативний 
контроль), у якій відсутніх домен зв'язування. Поглинання LHN/A є неспецифічним і повинне 
мати значно більш низьку активність, ніж поглинання сполуки галанін-TVEMP, якщо клітинна 
лінія має специфічне поглинання сполук зі зміненою націленістю. Як було показано раніше, 20 

сполука Noc/A специфічно поглинається клітинами SiMa, і ця сполука використовувалася як 
базовий рівень при тестуванні клітинних ліній. Підходяща клітинна лінія повинна мати низький 
рівень поглинання сполук LHN/A й Noc/A і високий рівень поглинання сполук галанін-TVEMP. 
Таблиця 26 демонструє результати цього експерименту. 

25 
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Таблиця 26 

 
Скринінг клітин PC-12, Neuro-2a й SiMa у різних умовах за допомогою галанін-TVEMP. 

 

 
Галанін-TVEMP із 

серії A 
Галанін-TVEMP із 

серії B 
LHN/A Noc/A 

Конц. (мг/мл) 0,168 0,175 1,63 1,00 

Значення 
EC50 
(нм) 

PC-12, що не 
піддавалися 
обробці 

73,4±10,7 105,6±16,0 >200 72,9±26,9 

SiMa, що не 
піддавалися 
обробці 

138,6±43,9 133,8±24,2 >300 48,3±18,1 

Neuro-2a, що не 
піддавалися 
обробці 

122,4±15,7 116±17,5 >200 >150 

SiMa, Диф ніч >400 >150 >400 16,1±11,9 

Neuro-2a Диф 4 д  34,5±7,5 39,7±5,6 105,9±44,3 

SiMa, Диф 4 д 101,8±20,5 65,3±7,8 >150 88,7±23,3 

 
Тестування галанін-TVEMP із серій А й B і контролів LHN/A й Noc/A з різними клітинними 
лініями й умовами росту/диференціювання. Зведена таблиця демонструє детальну 
інформацію про кожну протестовану сполуку й значення EC50. 
 
[0301] Результати демонструють, що в протестованих клітинних лініях криві або значення 

EC50 для галанін-TVEMP із серії A і галанін-TVEMP із серії B подібні з негативними контролями 
або більш активні лише в 1-2 рази. Ці дані передбачають, що нативні клітини не мають 5 

достатню чутливість та їх необхідно трансфікувати плазмідами, що кодують білки-рецептори 
галаніну GalR1 або GalR2. 

3. Стабільна трансфікція клітин PC-12, Neuro-2a й SiMa за допомогою GalR. 
[0302] За один день до трансфікції клітини висівали із щільністю 0,5 × 10

6
 клітин/лунка в 6-

лункові планшети, покриті колагеном IV (Cat#354554: BD Biosciences) (SiMa, PC-12) або 6-10 

лункові планшети Costar (Cat# 3516: Corning) (Neuro-2a). Трансфікції проводили, розбавляючи 
12 мкл реагенту Lipofectamine™ 2000 (Cat # 52758, Invitrogen) в 250 мкл середовища з 
відновленою сироваткою Opti-MEM® I (Cat# 3195, Invitrogen) й інкубували при кімнатній 
температурі протягом 5 хвилин. Чотири мікрограми плазмідної ДНК GalR змішували з 0,4 мкг 
вектори pAdVantage™ (1 мг на мл, Cat#E1711, Promega) в 250 мкл середовища з відновленою 15 

сироваткою Opti-MEM® I протягом 5 хвилин. Після 5 хвилин інкубації розведений 
Lipofectamine™ 2000 і розведену плазмідну ДНК змішували й інкубували протягом ще 20 хвилин 
при кімнатній температурі для утворення комплексу. Тим часом клітини промивали OPTI-MEM®, 
і до кожної лунки додавали 0,5 мл OPTI-MEM®. Після 20-хвилинної інкубації, 0,5 мл, що містять 
комплекси розведеного Lipofectamine™ 2000 і розведеної плазмідної ДНК, обережно додавали 20 

до лунок із клітинами в 0,5 мл OPTI-MEM®. Планшет інкубували при 37 °C протягом 5 годин, а 
потім додавали 1 мл повного середовища. Наступного дня середовище замінювали живильним 
середовищем на 48 годин. На 4 день, після того, як клітини відновлювалися після трансфікції, 
живильне середовище замінювали свіжим живильним середовищем, що містить Geneticin® (Cat 
#10131: Invitrogen) у концентрації 0,5 мг на мл (розведення 1:100), й інкубували протягом ще 3 25 

днів. На 7 день після трансфікції клітини переносили в покритий колагеном IV флакон на 75 см 
(Cat# 35423: BD Biosciences), що містить живильне й з генетицин (0,5 мг на мол, розведення 
1:100). Після цього перенесення приблизно 90 % клітин гинули і їх видаляли при зміні 
середовища. Живильне середовище, що містить генетицин (0,5 мг на мл, розведення 1:100), 
замінювали кожні два дні до дня 21. 30 

[0303] Для добору стабільних клітин, здатних поглинати сполуки галанін-TVEMP, 
використовували параметри для скринінга на клони, які виробляли найбільший відсоток 
розщеплення SNAP25 при обробці галанін-TVEMP в ECL "сендвіч”-методі твердофазного ІФА з 
використанням планшетів з імобілізованими моноклональними антитілами 2E2A6 для 
захоплення й поліклональних сульфомічених детектуючих антитіл SNAP25 (Sigma Cat # S9684). 35 

Значення EC50 у Таблиці 27 показують, що галанін-TVEMP із серії D демонструє поглинання, яке 
щонайменше 10-кратно перевищує показник у негативному контролі, для клітин SiMa й Neuro-
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2a, трансфікованих GalR1 й GalR2, і лише 2-4-кратно перевищує показник у негативному 
контролі для трансфікованих клітин PC-12. Оскільки трансфіковані клітини PC-12, очевидно, 
характеризуються більш низькою чутливістю й націленістю у порівнянні із клітинами SiMa й 
Neuro-2a, їх не клонували. Крім того, оскільки 1-16-мірний галаніновий ліганд у складі сполук 
галанін-TVEMP зв'язується з рецептором GALR1 з більшою афінністю, ніж з GALR2, клонували 5 

тільки клітини, трансфіковані GALR1. Фігура також показує, що галанін-TVEMP із серій C й D 
демонструють поглинання, що 9-10-кратно перевищує показники як для LHN/A, так і для 
сполуки зі зміненою ноцицептиновою націленістю ноцицептин-TVEMP, в Neuro-2a GalR1. 

 
Таблиця 27 

 
Тест стабільно трансфікованих, але неклональних популяцій SiMa, Neuro-2a й PC12, 

трансфікованих рецепторами GalR1 або GalR2 
 

 
Галанін-TVEMP 

C 
Галанін-TVEMP 

D 
LHN/A 

Ноцицептин-
TVEMP 

Конц. (мг/мл) 1,260 0,303 1,46 1,00 

EC50 

Значення 
(нм) 

SiMa Gal1   36,2±8,6 >300    

SiMa Gal2   26,6±6,7 >300    

PC-12 Gal1   64,1±19,5 202,7   

PC-12 Gal2   >150 >300    

Neuro-2a Gal1 32,2±3,3 40,8±6,0 >300 >300 

Neuro-2a Gal2 35,2±3,1 46,0±6,1 >300  >300 

 10 

[0304] Неклональні відібрані популяції не підходять для використання на регулярній основі, 
тому що вони містять суміш клітин, що експресують різні рівні рецептора, і ці популяції можуть 
змінюватися згодом. Для одержання стабільних клітинних ліній, які утворилися з одиничних 
клітин, почали клонування за допомогою розведень. На 21 день трансфіковані клітини 
трипсинізували, розділяли за допомогою голки й підраховували. Трансфіковані клітинні лінії, що 15 

залишилися, заморожували для використання в майбутньому. Клітини послідовно розводили до 
щільності 10 клітин на мл у живильному середовищі, що містить генетицин (0,5 мг на мл, 
розведення 1:100). Клітини засівали в 2 × 96-лункові планшети, покриті колагеном IV (SiMa, PC-
12), або в 2 × 96-лункові планшети Costar (Neuro-2a) по 100 мкл у лунку для досягнення 
щільності 1 клітина на лунку. Планшети повертали в інкубатор і залишали недоторканими 20 

протягом двох тижнів для утворення колоній. Після двох тижнів (35 день), лунки ретельно 
перевіряли на присутність одиничних колоній, що утворилися на дні лунок (всю лунку ретельно 
перевіряли на наявність множинних колоній). При виявленні лунки з єдиною групою клітин, всю 
цю лунку ретельно досліджували, щоб впевнитися, що була присутня одна й тільки одна група 
клітин. Цю єдину групу фотографували. Якщо були присутні які-небудь сумніви про наявність 25 

додаткових груп, таку лунку не відбирали. На 36 день відібрані клони відокремлювали за 
допомогою TrypLE і додавали 0,5 мл повного середовища, що містить генетицин (0,5 мг на мл, 
розведення 1:100), для зупинки реакції трипсинізації. Весь об'єм переносили в 6-лункові 
планшети, а потім розбавляли додатковими 3,0 мл повного середовища, що містить генетицин 
(0,5 мг на мл, розведення 1:100). Клони культивували до досягнення 90 %-ї конфлюентності, 30 

потім знову трипсинізували й переносили у флакони на 75 см, покриті колагеном IV, або 
флакони Costar з 10,0 мл повного середовища, що містить генетицин (0,5 мг на мл, розведення 
1:100). По досягненні 90 %-ї конфлюентності клітини використовували для заповнення трьох 
кріопробірок для зберігання в замороженому виді або для скринінга в тесті із твердофазним ІФА 
на сполуки зі зміненою галаніновою націленістю. 35 

[0305] Еталонну сполуку галанін-TVEMP із серії C використовували для перевірки цих клонів 
за допомогою двох виконавців, що проводять незалежні тести. Клони SiMa GalR1 росли 
повільно й були в цей час недоступні для тестування. На щастя, клони Neuro-2a росли швидше, 
і незабаром достатні кількості 8 з 12 клонів були доступні для тестування. Ці клональні клітини 
Neuro-2a GalR1 тестували з повним діапазоном доз сполук галанін-TVEMP (0-300 нМ), і 40 

результати тестування дев'яти із цих клонів наведені нижче. Чотири клони, що залишилися, 
росли дуже повільно й не були протестовані. Відібрані, але неклональні батьківські клітини 
висівали поряд із клонами, щоб використовувати їх як точки відліку. У Таблиці 28 представлена 
активність кожного з восьми клонів разом з відібраними неклональними клітинами Neuro-2a 
GalR1 при тестуванні із сполукою галанін-TVEMP. З восьми протестованих клонів тільки клони 45 

№ 4, 7 й 12 показали хороше поглинання сполук галанін-TVEMP із прийнятними значеннями 
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EC50. Клони № 1, 3 й 10 Neuro-2a GalR1 не поглинали сполуку галанін-TVEMP, у той час як 
клони № 5, 11 й 13 разом з неклональною популяцією демонстрували дуже високі значення 
EC50, і ці клітини виключили з подальшого тестування. 

 

Таблиця 28 
 

Результати скринінга клонів Neuro-2a Gal1, одержаних з одиничних клітин, за допомогою 
галанін-TVEMP із серії C. 

 

  EC50 ± Станд. помилка (нМ) 

Планшет Тип клітин Виконавець 1 Виконавець 2 

1 N2A Неклональні 82,1±9,6 92,0±10,8 

1 N2A GALR1 Клон №1 >300 >300 

1 N2A GALR1 Клон №3 >300 >300 

1 N2A GALR1 Клон №4 39,7±3,4 39,4±6,6 

2 N2A Неклональні 211,2±167,7 116,0±26,8 

2 N2A GALR1 Клон №5 202,6±82,9 113,0±18,1 

2 N2A GALR1 Клон №7 23,1±3,3 15,5±1,8 

2 N2A GALR1 Клон №10 >300 >300 

3 N2A GALR1 Клон №7 20,3±1,6 38,0±6,3 

3 N2A GALR1 Клон №11 270,0±243 247,0±101 

3 N2A GALR1 Клон №12 43,2±5,2 57,5±14,3 

3 N2A GALR1 Клон №13 144,1±143 184,7±15,6 

 5 

4. Дослідження експресії GalR1 у клональних клітинних лініях 
[0306] Скринінг клонів показав, що тільки клони № 4,7 й 12 були більш чутливі, ніж 

неклональні клітини. Із цих 3 клонів, як і з нетрансфікованих батьківських і стабільно 
трансфікованих неклональних клітин Neuro-2a, видаляли матричну РНК (мРНК) для 
дослідження за допомогою ПЛР-РВ із використанням умов ПЛР-РВ, описаних у Прикладі V, і 10 

праймерів, описаних у Таблиці 29. 
 

Таблиця 29 
 

Праймери, специфічні для GALR1 й GALR2 
 

Назва Послідовність SEQ ID NO: 

GALR1 fwd 5' ′ CCCCATCATGTCATCCACCT 3′ 150 

GALR1 rev 5′ ATGGGGTTCACCGAGGAGTT 3′ 151 

GALR2 fwd 5′ CATCGTGGCGGTGCTTTT 3′ 152 

GALR2 rev 5′ AGCGGGAAGCGACCAAAC 3′ 153 

 
[0307] Результати в Таблиці 30 демонструють, що у трансфікованих неклональних клітин і 

клонів кількість мРНК GALR1 набагато більше, ніж у батьківських клітин. Клітинний скринінг за 15 

допомогою галанін-TVEMP показав, що клон №7 був самим чутливим до галанін-TVEMP. Також 
було показано, що клон №7 містив найбільшу кількість мРНК GALR1 відповідно до Таблиці 30. 
Значення CT для клону 7 Neuro-2a GalR1 (Neuro-2a №7) були найнижчими, а за ними ішли 
значення для клону 4 і потім для клону 12. Неклональні клітини, протестовані на той момент 
часу, демонстрували значення CT, близькі до значень для клону 12, однак ці клітини містили 20 

постійно мінливі популяції клітин з концентраціями рецептора GalR1, що варіюють, і тому не 
вважалися хорошою популяцією для подальшої роботи. Із трьох клонів з низькими значеннями 
EC50, клон №12 Neuro-2a GalR1 (Neuro-2a №12) характеризувався найбільшою швидкістю 
росту, а за ним йшли клон №7 Neuro-2a, і нарешті, клон №4 Neuro-2a. На додаток до повільної 
швидкості росту, клон №4 Neuro-2a не тестували надалі, тому що чутливість клону №7 Neuro-2a 25 

була набагато краще, ніж у клону №4. 
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Таблиця 30 

 
Високі відмінності рівнів мРНК GALR1 між трансфікованими клональними клітинами Neuro-2a і 

трансфікованими неклональними й батьківськими клітинами. 
 

Клітинна лінія Батьківська Неклональна Клон 4 Клон 7 Клон 12 

Серед. CT 32,0 21,7 20,8 19,3 21,6 

Кратність різниці рівнів мРНК 1,0 1269,5 2418,7 6793,8 1332,6 

 
5. Порівняння чутливості й специфічності клонів №7 й 12 Neuro-2a до сполук галанін-TVEMP 
[0308] Два клони паралельно протестували з метою ідентифікації найбільш чутливого й 

специфічного з них, щоб можна було впевнено збирати дані від клону із кращими 5 

характеристиками. Таблиця 31 демонструє результати цих двох клонів при обробці галанін-
TVEMP із серії C й LHN/A для дослідження відповідно чутливості й вибірковості. Обидва клони 
показували високі значення співвідношення сигналу до шуму. Клон №7 Neuro-2a 
продемонстрував EC50 5,5 нМ, у той час як EC50 для клону №12 Neuro-2a становило 68,4 нМ. 
Клон №12 Neuro-2a необхідно тестувати у діапазоні доз 0-300 нМ, у той час як клон №7 Neuro-10 

2a можна тестувати у діапазоні доз 0-30 нМ для досягнення плато при найбільшій 
використовуваній концентрації. Обидва клони показували хороше розділення між LHN/A і 
галанін-TVEMP із серії C. Клон №12 Neuro-2a демонстрував деяке неспецифічне поглинання 
при високих концентраціях, у той час як клон №7 Neuro-2a не демонстрував його. Як 
виявляється з наведених у таблиці результатів, діапазон для тестування за допомогою клітин 15 

Neuro-2a №7 в 10 раз нижче, ніж діапазон для клітин Neuro-2a №12, що призводить до 
використання в 10 раз меншої кількості сполук з Neuro-2a №7, ніж з Neuro-2a №12. Neuro-2a №7 
в 8 раз більш селективний, ніж клон №12 Neuro-2a при використанні LHN/A для порівняння. 
Співвідношення сигналу до шуму становило більше 100 для обох клонів, однак для розробки 
клітинного тесту на активність досить значення співвідношення, що дорівнює 10. EC50 для клону 20 

№7 Neuro-2a становила 5,5 нМ і була приблизно в 12 раз нижче, ніж EC50 для Neuro-2a №12, 
що становила 68,4 нМ. Більш низький діапазон доз для тестування, 24-кратна вибірковість у 
порівнянні з LHN/A, високе значення співвідношення сигналу до шуму, чудова чутливість, що 
призводить до низького значення EC50 і низької кількості білка, необхідного для кожного тесту – 
всі ці характеристики говорили про те, що клон №7 Neuro-2a був кращим клоном для розробки 25 

клітинного тесту на активність, використовуваного для визначення співвідношення активності 
сполук галанін-TVEMP. 

 
Таблиця 31 

 
Порівняння характеристик клонів №7 й №12 Neuro-2a. 

 

 
Neuro-2a 

№7 
Neuro-2a 

№12 

Діапазон 0-30 нМ 0-300 нМ 

Вибірковість 24-кратна 3-кратна 

Співвідношення сигналу до шуму 190 547 

Відсоток максимального сигналу LHN/A у порівнянні з максимальним 
сигналом гал-TVEMP 

4,3 % 37,6 % 

EC50 5,5 нМ 68,4 нМ 

Необхідна кількість білка ~ 1 мкг ~ 10 мкг 

 
Neuro-2a №7 й №12 обробляли галанін-TVEMP із серії C й LHN/A протягом 16 годин у ПС. 
Активність детектували за допомогою ECL-методу твердофазного ІФА. 
 
Приклад XVI 30 

Одержання клональних клітинних ліній, надекспресуючих рецептор KOR-1 для поглинання 
ендопептидази зі зміненою націленістю динорфін A 

[0309] Наступний приклад описує дослідження й порівняння декількох клональних клітинних 
ліній, одержаних зі стабільної клітинної лінії шляхом її трансфекції рецептором-мішенню й 
наступним клонуванням цієї клітинної лінії. Даний конкретний приклад відноситься до 35 
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ідентифікації й дослідження клональних клітинних ліній, трансфікованих hKOR-1, які були 
вперше описані в Прикладі III, Таблиці 9. 

[0310] Чотири клони AGN P33-KOR (клони номер 8, 9, 10 й 12 з Таблиці 9 у Прикладі III) 
відібрали й протестували з Dyn/A на повнодозову відповідь при 0-150 нМ. У той же самий час, 
два клони SiMa-KOR (клони номер 12 й 16 з Таблиці 9 у Прикладі III) відібрали й протестували з 5 

Dyn/A на повнодозову відповідь при 0-150 нМ. У цьому експерименті клони 8, 9 й 12 AGN P33-
KOR продемонстрували дуже низьке поглинання й тому їх вилучили з подальшого дослідження; 
клон 10 AGN P33-KOR продемонстрував хороший рівень поглинання й для нього одержали 
значення EC50, що становить 30,3 нМ. Два протестовані клони SiMa-KOR показали хороший 
рівень поглинання, і для клону 16 одержали значення EC50, що становить 26,6 нМ, а для клону 10 

12 одержали значення EC50, що становить 11,8 нМ. Потім ці три клони протестували на 
чутливість і вибірковість шляхом порівняння поглинання сполуки-мішені Dyn/A з негативним 
контролем LHN/A, у якого відсутнє що націлює ліганд, і з контролем Noc/A. Порівняння трьох 
клонів і батьківських клітин SiMa за допомогою повнодозової відповіді при 0-150 нМ наведене в 
Таблиці 32. 15 

 
Таблиця 32 

 

Клітинна лінія EC50 Dyn/A (нМ) EC50 LHN/A (нМ) EC50 Noc/A (нМ) 

Батьківська SiMa > 100 > 100 5,4 

Клон 10 AGN P33-KOR  9,7 > 150 9,4 

Клон 16 SiMa-KOR 10,6 > 100 1,6 

Клон 12 SiMa-KOR 4,65 >150 19,7 

 
[0311] Спостерігалося помітне збільшення поглинання Dyn/A у клонів, трансфікованих KOR-

1, при обробці Dyn/A, у той час як батьківські клітини SiMa демонстрували мінімальне 
поглинання цієї сполуки (рівень поглинання був подібний такому в негативному контролі LHN/A). 20 

У всіх клітинних лініях, включаючи батьківські клітини SiMa, була присутня деяка кількість Noc/A. 
Це не було дивно, оскільки поглинання Noc/A у клітинах SiMa спостерігали при розробці тесту 
для цієї сполуки зі зміненою націленістю. Більше того, поглинання Noc/A було найкращим у 
клітинній лінії AGN P33, яка була одержана спеціально для цієї ендопептидази зі зміненою 
націленістю. Відмінність між поглинанням Noc/A і поглинанням сполуки Dyn/A була більше в 25 

клональних клітинах клону 12 SiMa-KOR (SK12). На всіх кривих активність негативного 
контролю, LHN/A, була мінімальна, демонструючи, що під час відсутності зв'язуючого домену 
специфічне поглинання в цих клітинних лініях відсутнє, і найбільш низьким було поглинання в 
клітинах SK12, показуючи, що поглинання сполуки Dyn/A є високо специфічним. На основі цих 
результатів клон SK12 відібрали для майбутньої оптимізації й дослідження. 30 

[0312] Дослідження з оптимізації проводили із клітинами SK12 для розробки надійного, 
специфічного й чутливого тесту. Було досліджено декілька параметрів, включаючи середовище 
для засівання й щільності засівання, середовище для обробки й час обробки. Узагальнення 
даних, одержаних при оптимізації, наведене в Таблиці 33. 

 35 

Таблиця 33 
 

Використане середовище  Клітини/лунка 

засівання обробка Час обробки 25000 50000 75000 100000 150000 

повна повна 6 год. + на ніч 51,3 76 13,4 9,2 н/п 

повна повна 16 год. 21,3 19,0 4,96 4,64 н/п 

повна повна 16 год. н/п н/п н/п 2,1 15,3 

без сироватки без сироватки 16 год. н/п н/п н/п 9,0 12,1 

повна без сироватки 16 год. н/п 10,3 5,4 8,97 8,38 

повна повна 16 год. н/п 7,7 4,86 13,72 11,26 

без сироватки без сироватки 16 год. н/п 11,2 8,5 8,4 9,2 

 
[0313] Таблиця 33 показує, що клітини, засіяні із щільністю 100000 клітин на лунку в ПС й 

оброблені сполуками в ПС, демонстрували більшу мінливість значень EC50 від одного 
експерименту до іншого (4,6; 1,2 й 13,72 нМ), у той час як клітини, засіяні із щільністю 100000 
клітин на лунку в СБС й оброблені сполуками, розведеними СБС, демонстрували кращі криві й 40 

однакові значення EC50 (9,0 й 8,4 нм). У майбутньому, клітини варто засівати із щільністю 
100000 клітин на лунку в СБС й обробляти сполуками також у СБС. 
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[0314] Клітини SK12, засіяні в покриті полі-D-лізин планшети із щільністю 100000 клітин на 
лунку в СБС на 24 години з наступною обробкою в СБС протягом 16 годин, демонстрували 
мінімальне значення EC50 8,4 +/- 1,1 нМ і співвідношення сигналу до шуму, що становило 12. 
Обидва ці значення є прийнятними для майбутнього використання цих клітин у КТА. 

Дослідження клітин SK12 у тесті насичення зв'язування 5 

[0315] Тест насичення зв'язування, що використовується тут, був детально описаний у 
Прикладі V. Дослідження з насичення зв'язування проводили з використанням 3H-
дипренорфіну, який є антагоністом KOR-1, для оцінки зв'язування. Загальне, специфічне й 
неспецифічне зв'язування вимірювали в декількох експериментах. Крива насичення зв'язування 
3H-дипренорфіну з рецептором була побудована на основі двох незалежних експериментів. 10 

Неспецифічне зв'язування, очевидно, становило близько 25 %, а 75 % залишалося на 
специфічне зв'язування молекули з рецептором. Афінність молекули до рецептора відповідала 
6,5 нМ. Значення Bmax говорило про те, що на клітинах SK12 є присутніми 23 фмоль 
рецепторів KOR-1 на клітину. 

[0316] Якщо не зазначено зворотне, всі числа, що виражають кількості компонентів, 15 

властивості, такі як молекулярна маса, умови реакції, і т.д. використовувані в заявці й формулі 
винаходу, повинні розумітися як доповнені терміном "приблизно" у всіх випадках. Відповідно, 
якщо не зазначено зворотне, чисельні параметри, наведені в описі й прикладеній формулі 
винаходу, є наближеннями, які можуть змінитися залежно від бажаних властивостей даного 
винаходу, які необхідно одержати. Принаймні, і не як спроба обмежити застосування доктрини 20 

еквівалентів до об'єму формули винаходу, кожен чисельний параметр варто розглядати з 
урахуванням наведених значущих розрядів із застосуванням звичайних методів округлення. 
Незважаючи на те, що чисельні діапазони й параметри, що задають широкий об'єм винаходу, є 
наближеннями, чисельні дані, зазначені в певних прикладах, наведені настільки точно наскільки 
це можливо. Будь-яке чисельне значення, однак, первісно містить певні помилки, які 25 

обов'язково випливають зі стандартного відхилення, що виявляється у відповідних 
експериментальних вимірюваннях. 

[0317] Іменники й подібні позначення, використовувані в контексті опису винаходу (особливо 
в контексті наведеної нижче формули винаходу), варто розглядати як такі, що охоплюють й 
однину, й множину, якщо не зазначено зворотне або з контексту явно не випливає зворотне. 30 

Перерахування діапазонів величин використовується винятково як зручна вказівка на кожну 
окрему величину, яка знаходиться в межах діапазону. Якщо в даному описі не зазначено 
зворотне, кожне окреме значення вважається згаданим у даному документі. Всі методи, описані 
тут, можуть бути здійснені в будь-якому підходящому порядку якщо в описі не зазначено інше 
або зворотне явно не випливає з контексту. Використання кожного із прикладів, або типового 35 

виразу (наприклад, "такий як") наведене тут, направлене на краще висвітлення винаходу й не 
накладає обмежень на область застосування винаходу, якщо явно не зазначено зворотне. 
Мову, застосовану в описі, не слід розуміти як необхідний елемент, важливий для реалізації 
винаходу. 

[0318] Групи альтернативних елементів або варіантів реалізації винаходу, розкритого тут, не 40 

слід розглядати як обмеження. Кожен член групи може бути згаданий і заявлений індивідуально 
або в будь-якій комбінації з іншими членами групи або іншими елементами, наведеними в 
даному описі. Очікується, що один або більше членів групи можуть бути включені в, або 
вилучені із групи, з міркувань зручності та/або патентоспроможності. Коли відбувається таке 
включення або вилучення, опис варто розглядати як такий, що містить змінену групу, таким 45 

чином доповнюючи письмовий опис всіх груп Маркуша, використовуваних у прикладеній 
формулі винаходу. 

[0319] У заявці описані деякі варіанти реалізації цього винаходу, включаючи кращий спосіб, 
відомий авторам винаходу. Звичайно, модифікації описаних варіантів реалізації стануть 
очевидними фахівцям у цій галузі техніки після прочитання попереднього опису. Автор 50 

винаходу очікує, що кваліфіковані фахівці зможуть належним чином використовувати такі 
варіанти, і автори винаходу припускають, що винахід може бути здійснений інакше, ніж описано 
тут. Відповідно до діючого законодавства, даний винахід включає всі модифікації й еквіваленти 
об'єкта, описаного у формулі винаходу, що додається до цього документа. Більше того, будь-
яка комбінація вищеописаних елементів у всіх можливих їх варіаціях відноситься до винаходу, 55 

якщо в даному документі не зазначено зворотне або з контексту явно не випливає інше. 
[0320] Певні варіанти реалізації, розкриті тут, можуть бути далі обмежені у формулі 

винаходу за допомогою виразу "складається з" або "по суті складається з". При використанні у 
формулі винаходу, у поданні відомостей або додаванні як виправлення, вираз "складається з" 
виключає будь-який елемент, крок або компонент, не зазначений у формулі винаходу. Вираз 60 



UA   104456   C2 

106 

"що складається по суті з" обмежує об'єм формули винаходу зазначеними матеріалами або 
кроками й тими, які не впливають на основну(і) або нову(і) характеристику(и). Охарактеризовані 
таким чином варіанти реалізації винаходу невід'ємно або явно описані й наведені в даному 
описі. 

[0321] Далі, в описі зроблені численні бібліографічні посилання на патенти й друковані праці. 5 

Кожне цитоване вище джерело й друкована праця включені в дану заявку за допомогою 
посилання. 

[0322] У завершення, потрібно розуміти, що варіанти реалізації винаходу, розкриті тут, 
проілюстровані на основі принципів, що лежать в основі даного винаходу. У рамках цього 
винаходу можуть бути використані інші модифікації. Таким чином, як приклад, але не 10 

обмеження, альтернативні конфігурації даного винаходу можуть бути використані відповідно до 
суті даного винаходу. Відповідно, даний винахід не обмежений тільки тим, що 
продемонстровано й описано в даному описі. 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 

1. Спосіб виявлення активності ендопептидаз зі зміненою націленістю, який включає етапи: 5 

а) обробки клітини зі стабільної клітинної лінії зразком, що містить ендопептидазу зі зміненою 
націленістю, причому зазначена клітина зі стабільної клітинної лінії чутлива до активності 
зазначеної ендопептидази зі зміненою націленістю при концентрації ендопептидази зі зміненою 
націленістю; 
б) виділення з обробленої клітини компонента SNAP-25, що містить продукт розщеплення 10 

SNAP-25, карбоксильний кінець якого відповідає залишку Р1 розрізуваного зв'язку у сайті 
розщеплення токсином BoNT/A; 
в) здійснення контакту компонента SNAP-25 з анти-SNAP-25 антитілом, іммобілізованим на 
твердофазній підкладці, 
при цьому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом, карбоксильний кінець якого 15 

відповідає залишку Р1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, із продукту 
розщеплення SNAP-25; 
г) виявлення присутності комплексу антитіло-антиген, що включає анти-SNAP-25 антитіло й 
продукт розщеплення SNAP-25, 
при цьому виявлення комплексу антитіло-антиген є показником активності ендопептидази зі 20 

зміненою націленістю, 
при цьому анти-SNAP-25 антитіло зв'язується з епітопом, карбоксильний кінець якого 
відповідає залишку Р1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення токсином BoNT/A, із продукту 
розщеплення SNAP-25; 
при цьому анти-SNAP-25 антитіло включає варіабельний домен важкого ланцюга, що містить 25 

амінокислотні послідовності, що кодує послідовність нуклеїнової кислоти SEQ ID NO: 71, SEQ ID 
NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79 або SEQ ID NO: 81, або послідовність нуклеїнової 
кислоти, яка щонайменше на 90 % ідентична SEQ ID NO: 71, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, 
SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO: 81; 
і при цьому анти-SNAP-25 антитіло включає варіабельний домен легкого ланцюга, що містить 30 

амінокислотні послідовності, що кодує послідовність нуклеїнової кислоти SEQ ID NO: 83, SEQ ID 
NO: 87, SEQ ID NO: 89 або SEQ ID NO: 91; або послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
щонайменше на 90 % ідентична SEQ ID NO: 83, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89 або SEQ ID NO: 
91. 
2. Спосіб за п. 1, який відрізняється тим, що анти-SNAP-25 антитіло включає варіабельний 35 

домен важкого ланцюга, що містить амінокислотні послідовності, вибрані з групи, що 
складається з SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80; і SEQ ID NO: 82; і 
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варіабельний домен легкого ланцюга, що містить амінокислотні послідовності, вибрані із групи, 
що складається з SEQ ID NO: 84, SEQ ID NO: 88, SEQ ID NO: 90 та SEQ ID NO: 92. 
3. Спосіб за п. 1 або 2, який відрізняється тим, що продукт розщеплення SNAP-25 являє собою 
SNAP-25197. 
4. Спосіб за п. 1 або 2, який відрізняється тим, що присутність комплексу антитіло-антиген 5 

детектують з використанням "сендвіч"-методу твердофазного ІФА. 
5. Aнmu-SHAP-25 антитіла, які зв'язуються з епітопом, на карбоксильному кінці якого 
знаходиться залишок Р1 розрізуваного зв'язку у сайті розщеплення BoNT/A з продукту 
розщеплення SNAP-25, 
при цьому анти-SNAP-25 антитіло включає варіабельний домен важкого ланцюга, що містить 10 

амінокислотні послідовності, що кодує послідовність нуклеїнової кислоти SEQ ID NО: 71, SEQ ID 
NO: 75, SEQ ID NO: 77, SEQ ID NO: 79 або SEQ ID NO: 81; або послідовність нуклеїнової 
кислоти, яка щонайменше на 90 % ідентична SEQ ID NО: 71, SEQ ID NO: 75, SEQ ID NO: 77, 
SEQ ID NO: 79 або SEQ ID NO: 81; 
і при цьому анти-SNAP-25 антитіло включає варіабельний домен легкого ланцюга, що містить 15 

амінокислотні послідовності, що кодує послідовність нуклеїнової кислоти SEQ ID NО: 83, SEQ ID 
NO: 87, SEQ ID NO: 89 або SEQ ID NO: 91, або послідовність нуклеїнової кислоти, яка 
щонайменше на 90 % ідентична SEQ ID NО: 83, SEQ ID NO: 87, SEQ ID NO: 89 або SEQ ID NO: 
91. 
6. Антитіло за п. 5, яке відрізняється тим, що варіабельний домен важкого ланцюга, що містить 20 

амінокислотні послідовності, вибрані із групи, що складається з SEQ ID NO: 72, SEQ ID NO: 76, 
SEQ ID NO: 78, SEQ ID NO: 80; і SEQ ID NO: 82; і варіабельний домен легкого ланцюга, що 
містить амінокислотні послідовності, вибрані із групи, що складається з SEQ ID NО: 84, SEQ ID 
NO: 88, SEQ ID NO: 90 і SEQ ID NO: 92. 
7. Антитіло за п. 5 або 6, яке відрізняється тим, що продукт розщеплення SNAP-25 являє 25 

собою SNAP-25197. 
8. Антитіло або спосіб за будь-яким з пп. 1-7, які відрізняються тим, що анти-SNAP-25 
антитіло одержане від гібрида 1D3B8, вказане антитіло включає варіабельний домен важкого 
ланцюга, що містить амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 72, і варіабельний домен легкого 
ланцюга, що містить амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 84. 30 

9. Антитіло або спосіб за будь-яким з пп. 1-7, які відрізняються тим, що анти-SNAP-25 
антитіло одержане від гібрида 2Е2А6, вказане антитіло включає варіабельний домен важкого 
ланцюга, що містить амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 76, і варіабельний домен легкого 
ланцюга, що містить амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 88. 
10. Антитіло або спосіб за будь-яким з пп. 1-7, які відрізняються тим, що анти-SNAP-25 35 

антитіло одержане від гібрида 3С1А5, вказане антитіло включає варіабельний домен важкого 
ланцюга, що містить амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 78, і варіабельний домен легкого 
ланцюга, що містить амінокислотну послідовність SEQ ID NО: 90. 
11. Антитіло або спосіб за будь-яким з пп. 1-7, які відрізняються тим, що анти-SNAP-25 
антитіло одержане від гібрида 3С3Е2, вказане антитіло включає варіабельний домен важкого 40 

ланцюга, що містить амінокислотні послідовності SEQ ID NО: 80 або SEQ ID NО: 82, і 
варіабельний домен легкого ланцюга, що містить амінокислотну послідовність SEQ ID NO: 92.
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