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(57) Изобретение относится к анализу супернатантов векторов пригодных для трансдукции Т- 
клеток, предназначенных для введения индивидууму, являющемуся человеком. Изобретение также 
относится к способам анализа трансдуцированных Т-клеток, предназначенных для введения 
индивидууму, являющемуся человеком. Изобретение относится к способу анализа генетически 
модифицированной Т-клетки для детекции загрязнения, где генетически модифицированная Т- 
клетка содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую химерный антигенный рецептор (САК), 
где САК содержит антигенсвязывающий домен, трансмембранный домен, костимуляторную 
сигнальную область и сигнальный домен. В одном из вариантов осуществления загрязнение 
представляет собой, по меньшей мере, загрязнение, выбранное из группы, состоящей из 
эндотоксина, микоплазмы, компонента репликации лентивируса (КСЬ), р24, нуклеиновой 
кислоты У§У-С, ΗΝ-дад, остаточных гранул, покрытых антителами против СО3/СО28, антител 
мыши, смешанной сыворотки человека, бычьего сывороточного альбумина, бычьей сыворотки, 
компонентов среды для культивирования, компонентов упаковывающих вектор клеток или 
плазмиды, бактерии и грибов.
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Указание касательно финансируемого из федерального бюджета исследования или разработки
Настоящее изобретение было выполнено при поддержке правительства в соответствии с номерами 

грантов К24 СА11787901, 1ΡΝ2-ΕΥ016586, 1К01СА105216, 1К01СА120409, К01А1057838 и К01113482, 
предоставленными Национальными институтами здравоохранения (ΝΙΗ). Правительство обладает опре­
деленными правами на изобретение.

Перекрестная ссылка на родственную заявку
По настоящей заявке испрашивается приоритет предварительной заявки США № 61/671495, зареги­

стрированной 13 июля 2012 года, содержание которой, таким образом, полностью включено в настоящее 
описание посредством ссылки.

Уровень техники, предшествующий изобретению
Подавляющее большинство пациентов с В-клеточными злокачественными новообразования, вклю­

чая хронический лимфоцитарный лейкоз (СЬЬ), умирают от своих заболеваний. Один из подходов лече­
ния таких пациентов заключается в генетической модификации Т-клеток для направленного воздействия 
на антигены, экспрессируемые на опухолевых клетках, посредством экспрессии химерных антигенных 
рецепторов (САК). САК представляют собой антигенные рецепторы, которые конструируют для распо­
знавания антигенов клеточной поверхности независящим от лейкоцитарного антигена человека образом. 
Попытки применения генетически модифицированных клеток, экспрессирующих САК, для лечения та­
ких типов пациентов увенчались лишь ограниченным успехом. См., например, Вгепрепк ек а1., 2010, Мо- 
1еси1аг ТНегару, 18:4, 666-668; Могдап ек а1., 2010, Мо1еси1аг ТНегару, риЬйкйей опйпе РеЬгиагу 23, 2010, 
радек 1-9; и ТШ ек а1., 2008, В1оой, 112:2261-2271.

Несмотря на то, что САК могут инициировать активацию Т-клеток способом, аналогичным эндо­
генному Т-клеточному рецептору, главное препятствие для клинического применения этой технологии 
до настоящего времени было ограничено экспансией ίη У1уо САК+ Т-клеток, быстрым исчезновением 
клеток после инфузии и не оправдывающей надежд клинической активностью Цепа ек а1., В1оой, 2010, 
116:1035-1044; Искип ек а1., В1оой, 1988, 71:13-29). Способы получения генетически модифицированных 
Т-клеток для введения людям ограничены вероятностью получения нежелательных загрязнений, которые 
могут отрицательно влиять на жизнестойкость и функцию генетически модифицированных Т-клеток 
после введения.

Таким образом, в данной области существует необходимость анализа трансдуцированных Т-клеток 
в отношении их пригодности для введения индивидууму, являющемуся человеком, посредством детек­
ции загрязнений, которые могут отрицательно влиять на жизнестойкость и функцию генетически моди­
фицированных клеток. Настоящее изобретение удовлетворяет эту потребность.

Сущность изобретения
Изобретение относится к способу анализа генетически модифицированной Т-клетки для детекции 

загрязнения, где генетически модифицированная Т-клетка содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую 
химерный антигенный рецептор (САК), где САК содержит антигенсвязывающий домен, трансмембран­
ный домен, костимуляторную сигнальную область и сигнальный домен.

В одном из вариантов осуществления генетически модифицированную Т-клетку генетически моди­
фицировали посредством трансдукции лентивирусным вектором.

В одном из вариантов осуществления загрязнение представляет собой, по меньшей мере, загрязне­
ние, выбранное из группы, состоящей из эндотоксина, микоплазмы, компонента репликации лентивируса 
(КСЬ), р24, нуклеиновой кислоты У§У-О, ВИЧ-дад, остаточных гранул, покрытых антителами против 
СО3/СО28, антител мыши, смешанной сыворотки человека, бычьего сывороточного альбумина, сыво­
ротки крупного рогатого скота, компонентов среды для культивирования, компонентов клетки, упаковы­
вающей вектор, или плазмиды, бактерии и гриба.

В одном из вариантов осуществления бактерия представляет собой, по меньшей мере, бактерию, 
выбранную из группы, состоящей из А1сайдепек, каесайк СапШйа а1Ысапк, ЕксйейсЫа сой, Наеторййик 
тЛиеп/а, №Нкепа тешпдШйек, Ркеийотопак аегидшока, 8карйу1ососсик аигеик, 8кгеркососсик рпеитоша и 
8кгеркососсик руодепек группы А.

В одном из вариантов осуществления сигнальный домен представляет собой сигнальный домен 
СО3-дзета.

В одном из вариантов осуществления антигенсвязывающий домен представляет собой антитело или 
его антигенсвязывающий фрагмент.

В одном из вариантов осуществления антигенсвязывающий фрагмент представляет собой РаЬ или
ксРу.

В одном из вариантов осуществления антигенсвязывающий домен связывается с опухолевым анти­
геном.

В одном из вариантов осуществления опухолевый антиген ассоциирован с гематологическим зло­
качественным новообразованием.

В одном из вариантов осуществления опухолевый антиген ассоциирован с солидной опухолью.
В одном из вариантов осуществления опухолевый антиген выбран из группы, состоящей из СЭ19, 

СЭ20, СО22, КОК1, мезотелина, СП33/1Ь3Ка, с-Мек, Р8МА, гликолипида Р77, ЕСРКуШ, ΟΌ-2, ΝΥ-Ε8Ο-
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1 ТСВ, МЛСЕ А3 ТСВ и любого их сочетания.
В одном из вариантов осуществления костимуляторная сигнальная область содержит внутрикле­

точный домен костимуляторной молекулы, выбранный из группы, состоящей из СЭ27. СЭ28. 4-1ВВ, 
ОХ40, СЭЗО. СЭ40. ΡΌ-1, 1СО8, функционально-ассоциированный антигена лимфоцита 1 (ЬРА-1), СЭ2. 
ί'.Ό7. ЬЮНТ, ХКС2С, В7-Н3, лиганда, который специфически связывается с СЭ83, и любого их сочета­
ния.

В одном из вариантов осуществления генетически модифицированную Т-клетку не вводят являю­
щемуся человеком индивидууму вследствие идентификации и количественного определения загрязне­
ния.

В одном из вариантов осуществления генетически модифицированную Т-клетку не вводят являю­
щемуся человеком индивидууму, т.к. количество загрязнения является избыточным по сравнению с со­
ответствующим контрольным уровнем.

Краткое описание чертежей
Следующее ниже подробное описание предпочтительных вариантов осуществления изобретения 

будет более понятно при прочтении в сочетании с прилагаемыми чертежами. С целью иллюстрации изо­
бретения в чертежах продемонстрированы варианты осуществления, которые являются предпочтитель­
ными в настоящее время. Однако следует понимать, что изобретение не ограничено точными условиями 
и средствами вариантов осуществления, продемонстрированных на чертежах.

Фиг. 1, содержащая фиг. 1А-1В, представляет собой серию изображений схематических представ­
лений вектора для переноса генов и трансгена, получения генномодифицированных Т-клеток и план 
клинического протокола. На фиг. 1А проиллюстрированы лентивирусные векторы и трансген, показаны 
главные функциональные элементы. Получали лентивирусный вектор, псевдотипированный белком С 
вируса везикулярного стоматита, клинического применения (обозначаемый как рЕЬРк 19ΒΒζ), регули­
рующий экспрессию 8сРу против СЭ19, получаемого из моноклонального антитела мыши РМС63, шар­
нирного и трансмембранного домена СЭ8а человека и сигнальных доменов 4-1ВВ и СО3-дзета человека. 
Конститутивную экспрессию трансгена регулировали включением ЕР-1а (промотора фактора элонгации- 
1α); ЬТВ, длинного концевого повтора; ВВЕ, геу-чувствительного элемента, (сРРТ) и центральной по­
следовательности терминации (СТ§). Фигура не масштабирована. На фиг. 1В проиллюстрировано полу­
чение Т-клеток. Аутологичные клетки получали аферезом и для исследования индивидуумов, не стра­
дающих СЬЕ, обогащали Т-клетки элютриацией мононуклеарных клеток. Для индивидуумов, страдаю­
щих СЬЬ, остаточные лейкозные клетки удаляли добавлением парамагнитных гранул, покрытых антите­
лами против СО3/СО28, для позитивного отбора и активации Т-клеток. Для индивидуумов, не страдаю­
щих СЬЬ, для активации Т-клеток подвергнутые элютриации клетки промывали с последующим добав­
лением покрытых антителами против СО3/СО28 парамагнитных гранул. Лентивирусный вектор добав­
ляли во время активации клеток и промывали на 3 сутки после начала культивирования. Через двое суток 
клетки подвергали экспансии на устройстве с качающейся платформой (\УАУЕ ВюгеасЮг §у81еш) до­
полнительно в течение 3-7 суток. На последние сутки культивирования гранулы удаляли пропусканием 
через магнитное поле и собирали Т-клетки с САВТ19, промывали и криоконсервировали в инфузионной 
среде. Пациентам проводили химиотерапию, направленную на снижение количества лимфоцитов, как 
описано, с последующей в/в капельной инфузией №1 САВТ19 в течение 15-20 мин. Инфузию проводили 
с использованием подхода дробных доз в течение 3 суток (10%, 30%, 60%), начиная с 1-5 суток после 
завершения химиотерапии. Анализы конечных точек проводили на 4 неделе исследования. По заверше­
нии активного мониторинга индивидуумов переводили на конечный протокол для последующего дли­
тельного наблюдения в соответствии с руководством ΡΌΑ.

На фиг. 2 проиллюстрирован способ получения клеток САВТ-19.
Фиг. 3 представляет собой таблицу, в которой перечислены типы анализов, проводимых на транс- 

дуцированных Т-клетках.
На фиг. 4 проиллюстрированы результаты анализов количественного определения нуклеиновой ки­

слоты У8У-С во время периода культивирования ех νίνο.
На фиг. 5 проиллюстрированы результаты анализов количественного определения нуклеиновой ки­

слоты ВИЧ-дад во время периода культивирования ех νίνο.
Подробное описание

Изобретение относится к способам получения векторов, содержащих нуклеиновые кислоты, коди­
рующие химерный антигенный рецептор (САВ), который является подходящим для трансдукции Т- 
клеток, предназначенных для введения индивидууму, являющемуся человеком. Изобретение также отно­
сится к способам трансдукции Т-клеток, предназначенных для введения индивидууму, являющемуся 
человеком, векторами, содержащими нуклеиновые кислоты, кодирующие химерный антигенный рецеп­
тор (САВ). В предпочтительном варианте осуществления вектор представляет собой лентивирусный век­
тор. Настоящее изобретение относится к адоптивному переносу Т-клеток, трансдуцированных лентиви- 
русным вектором, для экспрессии САВ. САВ представляют собой молекулы, в которых специфичность 
антитела для желаемого антигена-мишени (например, опухолевого антигена) объединяют с активирую­
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щим Т-клеточный рецептор внутриклеточным доменом для получения химерного белка, который обла­
дает специфической противоопухолевой клеточной иммунной активностью.

В некоторых вариантах осуществления способы по изобретению относятся к способам анализа су­
пернатантов векторов, пригодных для трансдукции Т-клеток, предназначенных для введения индиви­
дууму, являющемуся человеком. В других вариантах осуществления способы по изобретению относятся 
к способам анализа трансдуцированных Т-клеток, предназначенных для введения индивидууму, являю­
щемуся человеком. В различных вариантах осуществления способы анализа по изобретению включают 
способы анализа жизнеспособности Т-клеток, признака Т-клеток (например, экспрессии СЭ3. СЭ4. СЭ8. 
ΟΌ25, СЭ27, СП45КА, СП57, СОб/К СП95, СП127, СО1З4, СП244, ССК7, СШОК СТЬА4, ΡΌ-1, НЬА- 
ΩΚ Т1М3, Κί-67, перфорина и/или гранзима), эффективности трансдукции, а также способы детекции и 
количественного определения загрязнений, связанных со способом получения, таких как эндотоксин, 
микоплазма, компонент репликации лентивируса (КСЬ), р24, нуклеиновая кислота У8У-О, ВИЧ-дад, 
остаточные гранулы, покрытие антителами против СЭЗ/СО28, антитела мыши, смешанная сыворотка 
человека, бычий сывороточный альбумин, сыворотка крупного рогатого скота, компоненты среды для 
культивирования, компоненты упаковывающих вектор клеток или плазмид, бактерии (например, А1сай- 
депез Гаесайз, СаиФйа а1Ысаиз, ЕзсйепсЫа сой, НаеторйЛиз 1ийиеп7а, №1ззепа тетидйгйез, Рзеийотоиаз 
аегидшоза, 81арйу1ососсиз аигеиз, 81гер1ососсиз риеитота и 81гер1ососсиз руодепез группы А) и грибы. 
Изобретение не ограничено каким-либо конкретным загрязнением. Предпочтительно изобретение вклю­
чает способы анализов какого-либо загрязнения, которое влияет на безопасность или эффективность 
трансдуцированной Т-клетки.

Настоящее изобретение в основном относится к использованию векторов для генетической моди­
фикации Т-клеток для стабильной экспрессии желаемого САК. В настоящем описании Т-клетки, экс­
прессирующие САК, обозначают как Т-клетки с САК или модифицированные Т-клетки с САК. Предпоч­
тительно клетку можно генетически модифицировать для стабильной экспрессии связывающего домена 
антитела на ее поверхности, обеспечивающего новую антигенную специфичность, которая не зависит от 
МНС. В некоторых случаях Т-клетку генетически модифицируют для стабильной экспрессии САК, в 
котором объединяют антиген-распознающий домен конкретного антитела с внутриклеточным доменом 
цепи СЭЗ-дзета или белка РсуК1 в один химерный белок.

В одном из вариантов осуществления САК по изобретению содержит внеклеточный домен, содер­
жащий антиген-распознающий домен, трансмембранный домен и цитоплазматический домен. В одном 
из вариантов осуществления используют трансмембранный домен, который естественным образом свя­
зан с одним из доменов в САК. В другом варианте осуществления трансмембранный домен можно выби­
рать или модифицировать заменой аминокислот для исключения связывания таких доменов с трансмем­
бранными доменами одинаковых или различных белков поверхности мембраны для сведения к миниму­
му взаимодействий с другими компонентами рецепторного комплекса. Предпочтительно трансмембран­
ный домен представляет собой шарнирный домен ί'.Ό8α.

Касательно цитоплазматического домена САК по изобретению можно конструировать так, чтобы 
он содержал сигнальный домен СЭ28 и/или 4-1ВВ сам по себе или был объединен с любым другим же­
лаемым цитоплазматическим доменом(ами), пригодным по отношению к САК по изобретению. В одном 
из вариантов осуществления цитоплазматический домен САК можно конструировать, чтобы он допол­
нительно содержал сигнальный домен СЭЗ-дзета. Например, цитоплазматический домен САК может 
содержать, но не ограничиваться ими, сигнальные модули СЭЗ-дзета, 4-1ВВ и СЭ28 и их сочетания. Та­
ким образом, изобретение относится к Т-клеткам САК и способам их применения для адоптивной тера­
пии.

Изобретение включает способы получения вектора, содержащего нуклеиновые кислоты, кодирую­
щие САК против СЭ19, содержащий костимуляторный домен СЭЗ-дзета и 4-1ВВ. В одном из вариантов 
осуществления вектор содержит желаемый САК, например, САК, содержащий антиген-распознающий 
домен против СЭР/ шарнирный и трансмембранный домен ΟΟ8α и сигнальные домены 4-1ВВ и СЭЗ- 
дзета человека. Изобретение не ограничено САК, содержащими антиген-распознающий домен против 
СЭ19, а также включает любой антигенсвязывающий фрагмент, слитый с одним или несколькими внут­
риклеточными доменами, выбранными из группы из сигнального домена СЭ1З7 (4-1ВВ), сигнального 
домена СО28, сигнального домена СЭЗ-дзета и любого их сочетания. В предпочтительных вариантах 
осуществления вектор представляет собой лентивирусный вектор.

Определения
Если не определено иное, все технические и научные термины, используемые в настоящем описа­

нии, имеют такое же значение, как общепринято понимает специалист в данной области, к которой при­
надлежит изобретение. Хотя в практическом осуществлении для тестирования настоящего изобретения 
можно использовать любые способы и вещества, аналогичные или эквивалентные тем, которые описы­
ваются в настоящем описании, в настоящем описании описаны предпочтительные вещества и способы. В 
описании и формуле изобретения настоящего изобретения будет использована приведенная ниже терми­
нология.
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Также следует понимать, что используемая в настоящем описании терминология предназначена ис­
ключительно для описания конкретных вариантов осуществления и не предназначена для ограничения.

Формы единственного числа в настоящем описании применяют для обозначения одного или более 
одного (т.е. по меньшей мере одного) грамматических объектов. В качестве примера, "элемент" означает 
один элемент или более одного элемента.

Как используют в настоящем описании, "приблизительно" при обозначении измеряемого значения, 
такого как количество, продолжительность времени и т.п., предназначено включать отклонения ±20% 
или ±10%, в некоторых случаях ±5%, в некоторых случаях ±1% и в некоторых случаях ±0,1% от указан­
ного значения, т.к. такие отклонения подходят для проведения описываемых способов.

Как используют в настоящем описании, "активация" относится к состоянию Т-клетки, которую в 
достаточной степени стимулировали для индукции детектируемой пролиферации клеток. Активация 
также может быть ассоциирована с индуцируемой продукцией цитокинов и детектируемыми эффектор­
ными функциями. В частности, термин "активированные Т-клетки" относится к Т-клеткам, которые пре­
терпевают клеточное деление.

Как используют в настоящем описании, термин "антитело" относится к молекуле иммуноглобули­
на, которая специфически связывается с антигеном. Антитела могут представлять собой интактные им­
муноглобулины, получаемые из природных источников или из рекомбинантных источников, и могут 
представлять собой иммунореактивные участки интактных иммуноглобулинов. Антитела, как правило, 
представляют собой тетрамеры молекул иммуноглобулинов. Антитела в настоящем изобретении могут 
находиться в различных формах, включая, например, поликлональные антитела, моноклональные анти­
тела, Ρν, РаЬ и Р(аЬ)2, а также одноцепочечные антитела и гуманизированные антитела (Наг1оте е! а1., 
1999, в ИБшд ЛпОЬоФсб: А ЬаЬога1огу Мапиа1, Со1й 8ргтд НагЬог ЬаЬога1огу Ргсбб, ΝΥ; Наг1оте е! а1., 
1989, в АпйЬоФек: А ЬаЬога1огу Мапиа1, Со1й 8ргтд НагЬог, Νο\ν Υо^к; Нои81оп е! а1., 1988, Ргос. №И. 
Асай. 8с1. И8А 85:5879-5883; Вий е! а1., 1988, Зшепсе 242:423-426).

Термин "фрагмент антитела" относится к части интактного антитела и относится к антиген- 
распознающим вариабельным областям интактного антитела. Примеры фрагментов антител включают, 
но не ограничиваются ими, фрагменты РаЬ, РаЬ', Р(аЬ')2 и Ρν, линейные антитела, антитела 8сΡν и поли­
специфические антитела, состоящие из фрагментов антител.

Как используют в настоящем описании, "тяжелая цепь антитела" относится к большей из двух ти­
пов полипептидных цепей, содержащихся во всех молекулах антител в их природных конформациях.

Как используют в настоящем описании, "легкая цепь антитела" относится к меньшей из двух типов 
полипептидных цепей, содержащейся во всех типах молекул антител в их природных конформациях. 
Легкие цепи к и λ относятся к двум основным изотипам легкой цепи антитела.

Как используют в настоящем описании, под термином "синтетическое антитело" подразумевают 
антитело, которое получают с использованием технологии рекомбинантных ДНК, такое как, например, 
антитело, экспрессируемое бактериофагом, как описано в настоящем описании. Термин также следует 
интерпретировать, как означающий антитело, которое получили синтезом молекулы ДНК, кодирующей 
антитело, и где на основании молекулы ДНК экспрессируется белок антитела, или аминокислотной по­
следовательности, определяющей антитело, где ДНК или аминокислотную последовательность получали 
с использованием технологии синтеза ДНК или аминокислотной последовательности, которая является 
доступной и хорошо известна в данной области.

Как используют в настоящем описании, термин "антиген" или "Ад" определяют как молекулу, ко­
торая вызывает иммунный ответ. Такой иммунный ответ может включать продукцию антител или акти­
вацию специфичных иммунологически компетентных клеток, или и то и другое. Специалисту в данной 
области будет понятно, что любая макромолекула, включая практически все белки или пептиды, может 
служить в качестве антигена. Кроме того, антигены можно получать из рекомбинантной или геномной 
ДНК. Специалисту в данной области будет понятно, что любая ДНК, которая содержит нуклеотидные 
последовательности или неполную нуклеотидную последовательность, кодирующую белок, который 
вызывает иммунный ответ, таким образом, кодирует "антиген" в том виде, в котором термин используют 
в настоящем описании. Кроме того, специалисту в данной области будет понятно, что антиген необяза­
тельно кодирует только полноразмерная нуклеотидная последовательность гена. Легко понять, что на­
стоящее изобретение относится, но не ограничивается этим, к использованию неполных нуклеотидных 
последовательностей более чем одного гена, и что эти нуклеотидные последовательности располагаются 
в различных комбинациях для индукции желаемого иммунного ответа. Кроме того, специалисту в дан­
ной области будет понятно, что антиген совсем необязательно кодируется "геном". Легко понять, что 
антиген можно получать синтезом или можно выделять из биологического образца. Такой биологиче­
ский образец может включать, но не ограничиваться ими, образец ткани, образец опухоли, клетку или 
биологическую жидкость.

Как используют в настоящем описании, термин "противоопухолевый эффект" относится к биологи­
ческому действию, которое может проявляться уменьшением объема опухоли, уменьшением числа опу­
холевых клеток, уменьшением числа метастазов, увеличением продолжительности жизни или улучшени­
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ем состояния различных физиологических симптомов, связанных со злокачественным состоянием. "Про­
тивоопухолевый эффект" также может проявляться в первую очередь в способности пептидов, полинук­
леотидов, клеток и антител по изобретению предотвращать развитие опухоли.

В соответствии с настоящим изобретением, термин "аутоантиген" означает любой собственный ан­
тиген, который ошибочно распознается иммунной системой как чужеродный. Аутоантигены включают, 
но не ограничиваются ими, клеточные белки, фосфопротеины, белки клеточной поверхности, клеточные 
липиды, нуклеиновые кислоты, гликопротеины, включая рецепторы клеточной поверхности.

Как используют в настоящем описании, термин "аутоиммунное заболевание" определяют как на­
рушение, которое является результатом аутоиммунного ответа. Аутоиммунное заболевание является ре­
зультатом неадекватного и избыточного ответа на собственный антиген. Примеры аутоиммунных забо­
леваний включают наряду с другими, но не ограничиваются ими, болезнь Аддисона, очаговую алопецию, 
анкилозирующий спондилит, аутоиммунный гепатит, аутоиммунный паротит, болезнь Крона, диабет (I 
типа), дистрофический буллезный эпидермолиз, эпидидимит, гломерулонефрит, болезнь Грейвса, Син­
дром Гийена-Барра, болезнь Хашимото, гемолитическую анемию, системную красную волчанку, рассе­
янный склероз, тяжелую миастению, обыкновенную пузырчатку, псориаз, ревматическую лихорадку, 
ревматоидный артрит, саркоидоз, склеродермию, синдром Шегрена, спондилоартропатии, тиреоидит, 
васкулит, витилиго, микседему, пернициозную анемию, язвенный колит.

Как используют в настоящем описании, термин "аутологичный" предназначен для обозначения лю­
бого вещества, получаемого у одного и того же индивидуума, которому в дальнейшем его повторно вво­
дят.

"Аллогенный" относится к трансплантату, получаемому от другого животного того же вида.
"Ксеногенный" относится к трансплантату, получаемому от животного другого вида.
Как используют в настоящем описании, термин "злокачественная опухоль" определяют как заболе­

вание, характеризующееся быстрым и неконтролируемым ростом аберрантных клеток. Злокачественные 
клетки могут распространяться местно или через кровоток и лимфатическую систему в другие отделы 
организма. Примеры различных злокачественных опухолей включают, но не ограничиваются ими, рак 
молочной железы, рак предстательной железы, рак яичника, рак шейки матки, рак кожи, рак поджелу­
дочной железы, колоректальный рак, рак почки, рак печени, рак головного мозга, лимфому, лейкоз, рак 
легких и т.п.

Как используют в настоящем описании, термин "костимуляторный лиганд" включает молекулу на 
антигенпрезентирующей клетке (например, аАРС, дендритной клетке, В-клетке и т.п.), которая специфи­
чески связывается с родственной костимуляторной молекулой на Т-клетке, таким образом, обеспечивая 
сигнал, который в дополнение к первичному сигналу, обеспечиваемому, например, связыванием ком­
плекса ТСК/СО3 с молекулой МНС, нагруженной пептидом, опосредует Т-клеточный ответ, включая, но 
не ограничиваясь ими, пролиферацию, активацию, дифференцировку и т.п. Костимуляторный лиганд 
может включать, но не ограничиваться ими, СО7, В7-1 (СО80), В7-2 (СО86), ΡΏ-Π, ΡΌ-Γ2, 4-1ВВБ, 
ОХ40Ь, индуцибельный костимуляторный лиганд (1СО8-Б), молекулу межклеточной адгезии (1САМ), 
СЭЗОБ. СО40, СЭ70. СП83, НЬА-О, М1СА, М1СВ, НУЕМ, рецептор лимфотоксина бета, 3/ТК6, 1ЬТ3, 
1ЬТ4, НУЕМ, агонист или антитело, которое связывается с То11-подобным рецептором, и лиганд, кото­
рый специфически связывается с В7-Н3.

Костимуляторный лиганд в числе прочего также включает антитело, которое специфически связы­
вается с костимуляторной молекулой, присутствующей на Т-клетке, такой как, но не ограничиваясь ими, 
0027, СО28, 4-1ВВ, ОХ40, СО30, СО40, ΡΏ-1, 1СО8, функционально-ассоциированный антигена лим­
фоцита 1 (ЬРА-1), СО2, СО7, ПОНТ, ΝΚΟ2ϋ, В7-Н3, и лиганд, который специфически связывается с 
СО83.

"Костимуляторная молекула" относится к родственному партнеру по связыванию на Т-клетке, ко­
торый специфически связывается с костимуляторным лигандом, таким образом, опосредуя костимуля- 
торный ответ Т-клеткой, такой как, но не ограничиваясь им, пролиферация. Костимуляторные молекулы 
включают, но не ограничиваются ими, молекулу МНС класса I, ВТЬА и То11-подобный рецептор.

Как используют в настоящем описании, "костимуляторный сигнал" относится к сигналу, который в 
сочетании с первичным сигналом, таким как лигирование ТСК/С03, приводит к пролиферации Т-клеток 
и/или активации или подавлению ключевых молекул.

"Заболевание" представляет собой состояние здоровья животного, где животное не может поддер­
живать гомеостаз, и где, если состояние заболевания не улучшается, здоровье животного продолжает 
ухудшаться. В противоположность этому, "нарушение" у животного представляет собой состояние здо­
ровья, при котором животное способно поддерживать гомеостаз, но при котором состояние здоровья 
животного является менее благоприятным, чем если бы оно было в отсутствие нарушения. При отсутст­
вии лечения нарушение не обязательно вызывает дальнейшее ухудшение состояния здоровья животного.

Как используют в настоящем описании, "эффективное количество" означает количество, которое 
обеспечивает терапевтическую или профилактическую пользу.

"Кодирующий" относится к неотъемлемому свойству конкретных последовательностей нуклеоти­
дов в полинуклеотиде, таком как ген, кДНК, или иРНК, служить в качестве матриц для синтеза других
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полимеров и макромолекул в биологических процессах, имеющих определенную последовательность 
нуклеотидов (т.е. рРНК, тРНК и иРНК) или определенную последовательность аминокислот и в резуль­
тате этого биологические свойства. Таким образом, ген кодирует белок, если в результате транскрипции 
и трансляции иРНК, соответствующей этому гену, в клетке или другой биологической системе продуци­
руется белок. Кодирующую цепь, нуклеотидная последовательность которой является идентичной по­
следовательности иРНК, и которую, как правило, предоставляют в списках последовательностей, и неко­
дирующую цепь, используемую в качестве матрицы для транскрипции гена или кДНК, можно обозна­
чать как кодирующие белок или другой продукт этого гена или кДНК.

Как используют в настоящем описании, "эндогенное" относится к любому веществу из организма, 
клетки, ткани или системы или продуцируемому внутри организма, клетки, ткани или системы.

Как используют в настоящем описании, термин "экзогенное" относится к любому веществу, вводи­
мому в организм, клетку, ткань или систему или продуцируемому вне организма, клетки, ткани или сис­
темы.

Как используют в настоящем описании, термин "экспрессия" определяют как транскрипцию и/или 
трансляцию конкретной нуклеотидной последовательности, регулируемой ее промотором.

"Экспрессирующий вектор" относится к вектору, содержащему рекомбинантный полинуклеотид, 
содержащий контролирующие экспрессию последовательности, функционально связанные с нуклеотид­
ной последовательностью, подлежащей экспрессии.

Экспрессирующий вектор содержит соответствующие цис-действующие элементы для экспрессии; 
другие элементы для экспрессии могут быть обеспечены клеткой-хозяином или в экспрессирующей сис­
теме ίη νίίΓο. Экспрессирующие векторы включают все экспрессирующие векторы, известные в данной 
области, такие как космиды, плазмиды (например, голые или содержащиеся в липосомах) и вирусы (на­
пример, лентивирусы, ретровирусы, аденовирусы и аденоассоциированные вирусы), которые содержат 
рекомбинантный полинуклеотид.

"Гомологичный" относится к сходству последовательностей или идентичности последовательно­
стей двух полипептидов или двух молекул нуклеиновой кислоты. Когда положение в двух сравниваемых 
последовательностях занято одинаковой мономерной субъединицей основания или аминокислоты, на­
пример, если положение в каждой из двух молекул ДНК занято аденином, то молекулы являются гомо­
логичными в этом положении. Процент гомологии двух последовательностей зависит от числа совпаде­
ний или гомологичных положений в двух последовательностях, поделенного на число сравниваемых 
положений х 100. Например, если 6 из 10 положений в двух последовательностях совпадают или явля­
ются гомологичными, то две последовательности являются на 60% гомологичными. В качестве примера, 
последовательности ДНК ЛТТССС и ТЛТССС обладают 50% гомологией. Как правило, для получения 
максимальной гомологии сравнение проводят при выравнивании двух последовательностей.

Как используют в настоящем описании, термин "иммуноглобулин" или "Ι§" определяют как класс 
белков, который функционирует как антитела. Антитела, экспрессируемые В-клетками, в некоторых 
случаях обозначают как ВСК (В-клеточный рецептор) или антигенный рецептор. Пять представителей, 
входящих в этот класс белков, представляют собой 1§Л, 1§С, 1дМ, Ι§ϋ и 1дЕ. 1§Л представляет собой 
первичное антитело, которое присутствует в выделениях организма, таких как слюна, слезы, грудное 
молоко, желудочно-кишечные выделения и слизистые выделения дыхательных и мочеполовых путей. 
1§О является наиболее распространенным циркулирующим антителом. 1дМ является основным имму­
ноглобулином, продуцируемым при первичном иммунном ответе у большинства индивидуумов. Он яв­
ляется наиболее эффективным иммуноглобулином при агглютинации, фиксации комплемента и других 
ответах антитела, и является важным при защите от бактерий и вирусов. Ι§Ό представляет собой имму­
ноглобулин, который не обладает известной функцией антитела, но может служить в качестве антиген­
ного рецептора. 1дЕ представляет собой иммуноглобулин, который опосредует гиперчувствительность 
немедленного типа, вызывая выделение медиаторов из тучных клеток и базофилов при воздействии ал­
лергена.

Как используют в настоящем описании, "инструкционный материал" включает публикацию, запись, 
диаграмму или любое другую среду выражения, которую можно использовать для информирования о 
пригодности композиций и способов по изобретению. Инструкционный материал набора по изобрете­
нию, например, можно прикреплять к контейнеру, который содержит нуклеиновую кислоту, пептид 
и/или композицию по изобретению или транспортировать совместно с контейнером, который содержит 
нуклеиновую кислоту, пептид и/или композицию. Альтернативно, инструкционный материал можно 
транспортировать отдельно от контейнера с целью совместного использования инструкционного мате­
риала и соединения получателем.

"Выделенный" означает измененный или удаленный из природного состояния. Например, нуклеи­
новая кислота или пептид, естественным образом содержащиеся у живого животного, не является "выде­
ленной", но та же нуклеиновая кислота или пептид, частично или полностью отделенный от веществ, 
совместно присутствующих в естественном состоянии, является "выделенным". Выделенная нуклеино­
вая кислота или белок может существовать по существу в очищенной форме или может существовать в 
неприродном окружении, таком как, например, клетка-хозяин.
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В контексте настоящего изобретения используют следующие ниже сокращенные обозначения для 
часто встречающихся оснований нуклеиновых кислот. "А" относится к аденозину, "С" относится к цито­
зину, "С" относится к гуанозину, "Т" относится к тимидину и "И" относится к уридину.

Как используют в настоящем описании, "лентивирус" относится к роду семейства РсЧоутбас. Лен- 
тивирусы являются уникальными среди ретровирусов, т.к. способны инфицировать неделящиеся клетки; 
они могут доставлять значительное количество генетической информации в ДНК клетки-хозяина, таким 
образом, они представляют собой один из наиболее эффективных способов реализации вектора для дос­
тавки генов. ВИЧ, §1У и Р1У представляют собой примеры лентивирусов. Получаемые из лентивирусов 
векторы обеспечивают средства достижения значительных уровней переноса генов ίη νινο.

Как используют в настоящем описании, под термином "модулирующий" подразумевают опосре­
дующий детектируемое увеличение или снижение уровня ответа у индивидуума по сравнению с уровнем 
ответа у индивидуума при отсутствии лечения или введения соединения и/или по сравнению с уровнем 
ответа у иным образом идентичного, но не получавшего лечения индивидуума. Термин включает откло­
нение и/или влияние на нативный сигнал или ответ, таким образом, опосредующее благоприятный тера­
певтический ответ у индивидуума, предпочтительно у человека.

Если не указано иное, "нуклеотидная последовательность, кодирующая аминокислотную последо­
вательность" включает все нуклеотидные последовательности, которые являются вырожденными вари­
антами друг друга и которые кодируют одну и ту же аминокислотную последовательность. Нуклеотид­
ные последовательности, которые кодируют белки и РНК, могут содержать интроны.

Термин "функционально связанный" относится к функциональной связи между регуляторной по­
следовательностью и гетерологичной последовательностью нуклеиновой кислоты, приводящей к экс­
прессии последней. Например, первая последовательность нуклеиновой кислоты является функциональ­
но связанной со второй последовательностью нуклеиновой кислоты, если первая последовательность 
нуклеиновой кислоты находится в функциональной взаимосвязи со второй последовательностью нук­
леиновой кислоты. Например, промотор является функционально связанным с кодирующей последова­
тельностью, если промотор влияет на транскрипцию или экспрессию кодирующей последовательности. 
Как правило, функционально связанные последовательности ДНК являются смежными и находятся в 
одной рамка считывания, если необходимо соединять две области, кодирующие белок.

Термин "сверхэкспрессированный" опухолевый антиген или "сверхэкспрессия" опухолевого анти­
гена предназначен для обозначения аномального уровня экспрессии опухолевого антигена в клетке из 
очага заболевания, такого как солидная опухоль в конкретной ткани или органе пациента, относительно 
уровня экспрессии в нормальной клетке из этой ткани или органа. Пациентов с солидными опухолями 
или гемобластозом, отличающимися сверхэкспрессией опухолевого антигена, можно определять стан­
дартными известными в данной области анализами.

"Парентеральное" введение иммуногенной композиции включает, например, подкожную (п/к), 
внутривенную (в/в), внутримышечную (в/м) или интрастернальную инъекцию, или способы инфузии.

В настоящем описании термины "пациент", "субъект", "индивидуум" и т.п. используют взаимоза­
меняемо, и они относятся к любому животному или его клеткам ίη νίίτο или ίη δίΐιι. к которым можно 
применять способы, описываемые в настоящем описании. В определенных неограничивающих вариан­
тах осуществления пациент, субъект или индивидуум представляет собой человека.

Как используют в настоящем описании, термин "полинуклеотид" определяют как цепь нуклеоти­
дов. Кроме того, нуклеиновые кислоты являются полимерами нуклеотидов. Таким образом, как исполь­
зуют в настоящем описании, нуклеиновые кислоты и полинуклеотиды являются взаимозаменяемыми. 
Специалист в данной области обладает общими знаниями о том, что нуклеиновые кислоты представляют 
собой полинуклеотиды, которые можно гидролизовать до мономерных "нуклеотидов". Мономерные 
нуклеотиды можно гидролизовать до нуклеозидов. Как используют в настоящем описании, полинуклео­
тиды включают, но не ограничиваются ими, все последовательности нуклеиновой кислоты, которые по­
лучают любыми способами, доступными в данной области, включая без ограничения рекомбинантные 
способы, т.е. клонирование последовательностей нуклеиновой кислоты из рекомбинантной библиотеки 
или генома клетки с использованием общепринятой технологии клонирования и ПЦР, и т.п., и способами 
синтеза.

Как используют в настоящем описании, термины "пептид", "полипептид" и "белок" используют 
взаимозаменяемо, и они относятся к соединению, состоящему из аминокислотных остатков, ковалентно 
связанных пептидными связями. Белок или пептид должен содержать по меньшей мере две аминокисло­
ты, и не существует ограничения касательно максимального числа аминокислот, которые могут содер­
жать последовательность белка или пептида. Полипептиды включают любой пептид или белок, содер­
жащий две или более аминокислоты, соединенные друг с другом пептидными связями. Как используют в 
настоящем описании, термин относится к коротким цепям, которые также в данной области общеприня­
то обозначают, например, как пептиды, олигопептиды и олигомеры, и к более длинным цепям, которые в 
данной области, как правило, обозначают как белки, много типов которых существует. "Полипептиды" 
наряду с другими включают, например, биологически активные фрагменты, по существу гомологичные 
полипептиды, олигопептиды, гомодимеры, гетеродимеры, варианты полипептидов, модифицированные
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полипептиды, производные, аналоги, слитые белки. Полипептиды включают природные пептиды, ре­
комбинантные пептиды, синтетические пептиды или их сочетание.

Как используют в настоящем описании, термин "промотор" определяют как последовательность 
ДНК, распознаваемую аппаратом синтеза клетки или встраиваемую аппаратом синтеза, необходимую 
для инициации специфической транскрипции полинуклеотидной последовательности.

Как используют в настоящем описании, термин "промотор/регуляторная последовательность" озна­
чает последовательность нуклеиновой кислоты, которая является необходимой для экспрессии продукта 
гена, функционально связанного с промотором/регуляторной последовательностью. В некоторых случа­
ях такая последовательность может представлять собой коровую последовательность промотора, и в дру­
гих случаях такая последовательность также может содержать энхансерную последовательность и дру­
гие регуляторные элементы, которые являются необходимыми для экспрессии продукта гена. Промо- 
тор/регуляторная последовательность, например, может представлять собой последовательность, которая 
экспрессирует продукт гена тканеспецифическим образом.

"Конститутивный" промотор представляет собой нуклеотидную последовательность, которая, когда 
является функционально связанной с полинуклеотидом, который кодирует или определяет продукт гена, 
вызывает продукцию продукта гена в клетке в большем числе или в любых физиологических условиях 
клетки.

"Индуцибельный" промотор представляет собой нуклеотидную последовательность, которая, когда 
функционально связана с полинуклеотидом, который кодирует или определяет продукт гена, вызывает 
продукцию продукта гена в клетке по существу только в том случае, если в клетке присутствует индук­
тор, который соответствует промотору.

"Тканеспецифический" промотор представляет собой нуклеотидную последовательность, которая, 
когда функционально связана с полинуклеотидом, который кодирует или определяет продукт гена, вы­
зывает продукцию продукта гена в клетке по существу только, если клетка представляет собой клетку 
типа ткани, соответствующую промотору.

Как используют в настоящем описании в отношении антитела, под термином "специфически связы­
вается" подразумевают антитело, которое распознает конкретный антиген, но по существу не распознает 
или не связывается с другими молекулами в образце. Например, антитело, которое специфически связы­
вается с антигеном от одного вида, также может связываться с этим антигеном от другого одного или 
нескольких видов. Но такая межвидовая реактивность сама по себе не вносит изменений в классифика­
цию антитела как специфического. В другом примере антитело, которое специфически связывается с 
антигеном, также может связываться с различными аллельными формами антигена. Однако такая пере­
крестная реактивность сама по себе не вносит изменений в классификацию антитела как специфическо­
го. В некоторых случаях термины "специфическое связывание" или "специфически связывающееся" 
можно использовать по отношению к взаимодействию антитела, белка или пептида со второй химиче­
ской молекулой, для обозначения того, что такое взаимодействие зависит от наличия конкретной струк­
туры (например, антигенной детерминанты или эпитопа) на химической молекуле; например, антитело 
распознает и связывается с конкретной структурой белка, а не с белком в общем смысле. Если антитело 
является специфическим к эпитопу "А", присутствие молекулы, содержащей эпитоп А (или свободный 
немеченый А), в реакции, включающей меченый "А" и антитело, будет приводить к снижению количест­
ва меченого А, связанного с антителом.

Под термином "стимуляция" подразумевают первичный ответ, индуцируемый связыванием стиму­
лирующей молекулы (например, комплекса ТСР/СПЗ) со своим родственным лигандом, таким образом, 
опосредуя передачу сигнала, такую как, но не ограничиваясь ею, передача сигнала через комплекс 
ТСР/СПЗ. Стимуляция может опосредовать измененную экспрессию определенных молекул, такую как 
снижение экспрессии ΤΟΡ-β и/или реорганизация структур цитоскелета, и т.п.

Как используют в настоящем описании, термин "стимулирующая молекула" означает молекулу на 
Т-клетке, которая специфически связывается с родственным стимулирующим лигандом, присутствую­
щем на антигенпрезентирующей клетке.

Как используют в настоящем описании, "стимулирующий лиганд" означает лиганд, который, когда 
присутствует на антигенпрезентирующей клетке (например, аАРС, дендритной клетке, В-клетке и т.п.), 
может специфически связываться с родственным партнером по связыванию (обозначаемым в настоящем 
описании как "стимулирующая молекула") на Т-клетке, таким образом, опосредуя первичный ответ Т- 
клеткой, включая, но не ограничиваясь ими, активацию, инициацию иммунного ответа, пролиферацию и 
т.п. Стимулирующие лиганды хорошо известны в данной области и включают, в числе прочего, молеку­
лу МНС класса I, нагруженную пептидом, антитело против СПЗ. суперагонистическое антитело против 
СП2. и суперагонистическое антитело против СЭ2.

Термин "индивидуум" предназначен включать живые организмы, у которых можно вызывать им­
мунный ответ (например, млекопитающих). Примеры индивидуумов включают людей, собак, кошек, 
мышей, крыс и их трансгенные виды.

Как используют в настоящем описании, "по существу очищенная" клетка представляет собой клет­
ку, которая в основном не содержит другие типы клеток. По существу очищенная клетка также относит­
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ся к клетке, которую отделили от других типов клеток, с которыми она обычно ассоциирована в своем 
природном состоянии. В некоторых случаях популяция по существу очищенных клеток относится к го­
могенной популяции клеток. В других случаях этот термин просто относится к клетке, которую отделили 
от клеток, с которыми она в природе ассоциирована в своем природном состоянии. В некоторых вариан­
тах осуществления клетки культивируют ίη νίίτο. В других вариантах осуществления клетки не культи­
вируют ίη νίίτο.

Как используют в настоящем описании, термин "терапевтический" означает лечение и/или профи­
лактику. Терапевтический эффект получают подавлением, ремиссией или устранением состояния болез­
ни.

Термин "терапевтически эффективное количество" относится к количеству заявленного соедине­
ния, которое вызывает биологическую или важную с медицинской точки зрения реакцию ткани, системы 
или индивидуума, которой добивается исследователь, ветеринар, врач или другой клиницист. Термин 
"терапевтически эффективное количество" включает такое количество соединения, которое при введе­
нии является достаточным для профилактики развития или ослабления до некоторой степени одного или 
нескольких признаков или симптомов нарушения или заболевания, подлежащего лечению. Терапевтиче­
ски эффективное количество изменяется в зависимости от соединения, заболевания и его тяжести и воз­
раста, массы и т.д. индивидуума, для которого необходимо проводить лечение.

"Лечить" заболевание, как этот термин используют в настоящем описании, означает снижать часто­
ту возникновения или тяжесть по меньшей мере одного признака или симптома заболевания или нару­
шения, которым страдает индивидуум.

Термин "трансфицированный" или "трансформированный" или "трансдуцированный", как исполь­
зуют в настоящем описании, относится к способу, которым экзогенную нуклеиновую кислоту переносят 
или вводят в клетку-хозяина. "Трансфицированная" или "трансформированная", или "трансдуцирован- 
ная" клетка представляет собой клетку, которую трансфицировали, трансформировали или трансдуциро- 
вали экзогенной нуклеиновой кислотой. Клетка включает первичную подвергаемую воздействию клетку 
и ее потомство.

Как используют в настоящем описании, фраза "под транскрипционным контролем" или "функцио­
нально связанный" означает, что промотор находится в правильном положении и ориентации по отно­
шению к полинуклеотиду для контроля инициации транскрипции РНК-полимеразой и экспрессии поли­
нуклеотида.

"Вектор" представляет собой целевую композицию, которая содержит выделенную нуклеиновую 
кислоту и которую можно использовать для доставки нуклеиновой кислоты внутрь клетки. Многие век­
торы известны в данной области, включая, но не ограничиваясь ими, линейные полинуклеотиды, поли­
нуклеотиды, связанные с ионными или амфифильными соединениями, плазмиды и вирусы. Таким обра­
зом, термин "вектор" включает автономно реплицирующуюся плазмиду или вирус. Термин также следу­
ет интерпретировать как включающий неплазмидные и невирусные соединения, которые облегчают пе­
ренос нуклеиновой кислоты в клетки, такие как, например, соединения полилизина, липосомы и т.п. 
Примеры вирусных векторов включают, но не ограничиваются ими, аденовирусные векторы, векторы на 
основе аденоассоциированного вируса, ретровирусные векторы и т.п.

Диапазоны: на всем протяжении этого описания различные аспекты изобретения могут быть пре­
доставлены в формате диапазона. Следует понимать, что описание в формате диапазона служит только 
для удобства и краткости, и его не следует интерпретировать, как жесткое ограничение объема изобрете­
ния. Таким образом, описание диапазона следует интерпретировать как содержащее все возможные кон­
кретно описываемые поддиапазоны, а также отдельные численные значения в этом диапазоне. Например, 
описание диапазона, такое как от 1 до 6, следует интерпретировать как содержащее конкретно описы­
ваемые поддиапазоны, такие как от 1 до 3, от 1 до 4, от 1 до 5, от 2 до 4, от 2 до 6, от 3 до 6 и т.д., а также 
отдельные количества в этом диапазоне, например, 1, 2, 2,7, 3, 4, 5, 5,3 и 6. Это применяют независимо от 
ширины диапазона.

Описание
Настоящее изобретение относится к способам анализа супернатантов векторов, пригодных для 

трансдукции Т-клеток, предназначенных для введения являющемуся человеком индивидууму. Настоя­
щее изобретение также относится к способам анализа трансдуцированных Т-клеток и их супернатантов, 
предназначенных для введения индивидууму, являющемуся человеком. В различных вариантах осущест­
вления способы анализа по изобретению включают способы анализа жизнеспособности Т-клеток, при­
знака Т-клеток (например, экспрессия СЭ3, СЭ4. СЭ8. СЭ25, СЭ27. СЭ45РА. СЭ57, СО62Ь, СЭ95, 
СЭ127, СЭ134, СЭ244. ССК7, СЭ40Ь, СТЬА4, ΡΌ-1, НЬА-ΌΚ, ΤΙΜ3, Κί-67, перфорина и/или гранзима), 
эффективности трансдукции, содержания и количества эндотоксина, содержания и количества мико­
плазмы, содержания и количества компонента репликации лентивируса (КСЬ), содержания и количества 
р24, содержания и количества нуклеиновой кислоты и/или белка, получаемого из каждой из плазмид, 
используемых для упаковки лентивирусной плазмиды, содержания и количества нуклеиновой кислоты 
и/или белка УЗУ-С, ВИЧ-дад, остаточных гранул, покрытых антителами против СО3/СО28, антител 
мыши, смешанной сыворотки человека, бычьего сывороточного альбумина, сыворотки крупного рогато­
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го скота, компонентов среды для культивирования, компонентов упаковывающих вектор клеток или 
плазмид, содержания и количества бактерий (например, А1саПдепез Гаесайз, Сапб1ба а1Ысаи8, ЕзсйепсЫа 
сой, Наеторйбик тПиеп/а. Жззепа тетпдШбез, Рзеиботопаз аегидтоза, 81арйу1ососсиз аигеиз, 81герЮ- 
соссиз рпеитота и §1тер1ососсиз руодепез группы А) или бактериальных продуктов, которые активиру­
ют и/или модулируют иммунную систему (например, ЬР8, нуклеиновой кислоты, РНК и т.д.), и содер­
жания и количества грибов.

В некоторых вариантах осуществления индивидуум, являющийся человеком, может страдать зло­
качественной опухолью. В различных вариантах осуществления злокачественная опухоль может пред­
ставлять собой гемобластоз, солидную опухоль, первичную или метастазирующую опухоль. Предпочти­
тельно злокачественная опухоль представляет собой гемобластоз, и более предпочтительно злокачест­
венная опухоль представляет собой хронический лимфоцитарный лейкоз (СЬЬ). Другие заболевания, 
поддающиеся лечению композициями и способами по изобретению, включают вирусные, бактериальные 
и паразитарные инфекции, а также аутоиммунные заболевания.

В одном из вариантов осуществления вектор содержит последовательности нуклеиновой кислоты, 
кодирующей САК, где в случае, когда САК экспрессируется Т-клеткой, Т-клетка с САК проявляет про­
тивоопухолевое свойство. САК можно конструировать так, чтобы он содержал внеклеточный домен, со­
держащий антигенсвязывающий домен, слитый с внеклеточным сигнальным доменом дзета-цепи ком­
плекса Т-клеточного антигенного рецептора (например, СЭ3-дзета). САК, когда экспрессируется в Т- 
клетке, способен перенаправлять распознавание антигена в зависимости от специфичности связывания 
антигена. Иллюстративный антиген представляет собой СЭ19, т.к. этот антиген экспрессируется на зло­
качественных В-клетках. Однако изобретение не ограничено САК, который распознает СЭ19. Наоборот, 
изобретение включает любой антигенсвязывающий фрагмент, который при связывании со своим родст­
венным антигеном влияет на опухолевую клетку таким образом, что опухолевая клетка становится не­
способной расти, индуцируется ее гибель, или на нее оказывают иное влияние, таким образом, что сни­
жается или исчезает опухолевая нагрузка у пациента. Антигенсвязывающий фрагмент предпочтительно 
является слитым с внутриклеточным доменом от одной или нескольких костимуляторных молекул и дзе­
та-цепи. Предпочтительно антигенсвязывающий фрагмент является слитым с одним или несколькими 
внутриклеточными доменами, выбранными из группы из сигнального домена СЭ137 (4-1ВВ), сигнально­
го домена СО28, сигнального домена СЭ3-дзета и любого их сочетания.

В одном из вариантов осуществления вектор по изобретению содержит последовательность нук­
леиновой кислоты, кодирующей сигнальный домен СЭ137 (4-1ВВ). Это обусловлено тем, что САК- 
опосредованные Т-клеточные ответы можно дополнительно усиливать добавлением костимуляторных 
доменов. Например, включение сигнального домена СЭ137 (4-1ВВ) значительно увеличивает противо­
опухолевую активность и устойчивость ίη угуо Т-клеток с САК по сравнению с иным образом идентич­
ной Т-клеткой с САК, не сконструированной для экспрессии СЭ137 (4-1ВВ). Способы генетической мо­
дификации Т-клеток посредством САК описаны в РСТ/и811/64191, полностью включенной в настоящее 
описание посредством ссылки.

Композиция
Настоящее изобретение относится к вектору, содержащему нуклеиновые кислоты, кодирующие 

САК, где САК содержит внеклеточный и внутриклеточный домен. Внеклеточный домен содержит спе­
цифичный к мишени связывающий элемент, иначе обозначаемый как антигенсвязывающий фрагмент. 
Внутриклеточный домен или иной цитоплазматический домен содержит костимуляторную сигнальную 
область и участок дзета-цепи. Костимуляторная сигнальная область относится к участку САК, содержа­
щему внутриклеточный домен костимуляторной молекулы. Костимуляторные молекулы представляют 
собой молекулы клеточной поверхности, отличные от антигенных рецепторов или их лигандов, которые 
являются необходимыми для эффективного ответа лимфоцитов на антиген.

Между внеклеточным доменом и трансмембранным доменом САК или между цитоплазматическим 
доменом и трансмембранным доменом САК может вводить спейсерный домен. Как используют в на­
стоящем описании, термин "спейсерный домен", как правило, означает любой олиго- или полипептид, 
который функционирует, связывая трансмембранный домен с внеклеточным доменом или цитоплазма­
тическим доменом в полипептидной цепи. Спейсерный домен может содержать до 300 аминокислот, 
предпочтительно от 10 до 100 аминокислоты и наиболее предпочтительно от 25 до 50 аминокислот.

Антигенсвязывающий фрагмент
В одном из вариантов осуществления вектор по изобретению содержит нуклеиновую кислоту, ко­

дирующую САК, где САК содержит специфичный к мишени связывающий элемент, иначе обозначае­
мый как антигенсвязывающий фрагмент. Выбор фрагмента зависит от типа и числа лигандов, которые 
определяют поверхность клетки-мишени. Например, антигенсвязывающий домен можно выбирать для 
распознавания лиганда, который действует как маркер клеточной поверхности на клетках-мишенях, ас­
социированных с конкретным состоянием болезни. Таким образом, примеры маркеров клеточной по­
верхности, которые могут действовать как лиганды для домена антигенсвязывающей молекулы в САК по 
изобретению, включают маркеры клеточной поверхности, ассоциированные с вирусными, бактериаль­
ными и паразитарными инфекциями, аутоиммунным заболеванием и злокачественными клетками.
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В одном из вариантов осуществления вектор по изобретению содержит нуклеиновую кислоту, ко­
дирующую САК, где САК конструируют для воздействия на представляющий интерес опухолевый анти­
ген посредством конструирования желаемого антигенсвязывающего фрагмента, который специфически 
связывается с антигеном на опухолевой клетке. В контексте настоящего изобретения "опухолевый анти­
ген" или "антиген гиперпролиферативного нарушения" или "антиген, ассоциированный с гиперпролифе­
ративным нарушением", относится к антигенам, которые являются типичными для конкретных гипер­
пролиферативных нарушений, таких как злокачественная опухоль. Описываемые в настоящем описании 
антигены приведены только в качестве примера. Предполагают, что перечисление не является ограничи­
вающим, и дополнительные примеры будут очевидны специалистам в данной области.

Опухолевые антигены представляют собой белки, которые продуцируются опухолевыми клетками, 
которые вызывают иммунный ответ, в частности, опосредуемые Т-клетками иммунные ответы. Выбор 
антигенсвязывающего фрагмента по изобретению зависит от конкретного типа злокачественной опухо­
ли, подлежащей лечению. Опухолевые антигены хорошо известны в данной области и включают, напри­
мер, глиома-ассоциированный антиген, раково-эмбриональный антиген (СЕА), β-хорионический гонадо­
тропин человека, альфа-фетопротеин (АРР), лектин-реативный АРР, тиреоглобулин, КАОЕ-1, ΜΝ-СА 
IX, теломеразную обратную транскриптазу человека, КШ, КИ2 (А§), кишечную карбоксилэстеразу, ти! 
1ΐ5ρ70-2. М-С8Р, простазу, специфический антиген простаты (Р8А), РАР, ΝΥ-ΕδΟ-1, ЬАОЕ-1а, р53, про- 
стеин, Р8МА, Нег2/пеи, сурвивин и теломеразу, опухолевый антиген рака предстательной железы 1 
(РСТА-1), МАОЕ, ЕЬР2М, нейтрофильную эластазу, эфрин В2, СЭ22, инсулиноподобный фактор роста 
(ΙΟΡ)-Ι, ΙΟΡ-ΙΙ, рецептор ЮР-1 и мезотелин.

В одном из вариантов осуществления опухолевый антиген содержит один или несколько эпитопов 
опухолевых антигенов, ассоциированных со злокачественной опухолью. Злокачественные опухоли экс­
прессируют ряд белков, которые могут служить в качестве антигенов-мишеней для иммунного ответа. 
Эти молекулы включают, но не ограничиваются ими, тканеспецифические антигены, такие как МАКТ-1, 
тирозиназа и ОР 100 при меланоме и простатическая кислая фосфатаза (РАР) и специфический антиген 
простаты (Р8А) при раке предстательной железы. Другие молекулы-мишени принадлежат к группе свя­
занных с трансформацией молекул, таких как онкоген НЕК-2/№и/ЕгЬВ-2. Еще одной другой группой 
антигенов-мишеней являются онкофетальные антигены, такие как раково-эмбриональный антиген 
(СЕА). При В-клеточной лимфоме иммуноглобулин опухолеспецифичного идиотипа представляет собой 
истинный опухолеспецифичный иммуноглобулиновый антиген, который является уникальным для от­
дельной опухоли. Антигены В-клеточной дифференцировки, такие как СЭ19, СЭ20 и СЭ37, являются 
другими кандидатами антигенов-мишеней при В-клеточной лимфоме. Некоторые из этих антигенов 
(СЕА, НЕК-2, СЭ19, СЭ20, идиотип) с ограниченным успехом использовали в качестве мишеней для 
пассивной иммунотерапии моноклональными антителами.

Тип опухолевого антигена, описываемого в изобретение, также может представлять собой опухо­
леспецифичный антиген (Т8А) или опухолеассоциированный антиген (ТАА). ТЗА является уникальным 
для опухолевых клеток и не встречается в других клетках в организме. Ассоциированный антиген ТАА 
не является уникальным для опухолевой клетки, а наоборот, также экспрессируется на нормальной клет­
ке в условиях, препятствующих индукции состояния иммунологической толерантности к антигену. Экс­
прессия антигена на опухоли может возникать в условиях, которые обеспечивают ответ иммунной сис­
темы на антиген. ТАА могут представлять собой антигены, которые экспрессируются на нормальных 
клетках при развитии плода, когда иммунная система является незрелой и неспособна реагировать, или 
они могут представлять собой антигены, которые в норме содержатся на крайне низких уровнях на нор­
мальных клетках, но которые экспрессируются на гораздо более высоких уровнях на опухолевых клет­
ках.

Неограничивающие примеры антигенов ТЗА или ТАА включают следующие: антигены дифферен­
цировки, такие как МАКТ-1/Ме1апА (МАКТ-1), др100 (Рте1 17), тирозиназа, ТКР-1, ТКР-2 и опухолеспе­
цифичные мультилинейные антигены, такие как МАОЕ-1, МАОЕ-3, ВАОЕ, ОАОЕ-1, ОАОЕ-2, р15; 
сверхэкспрессированные эмбриональные антигены, такие как СЕА; сверхэкспрессированные онкогены и 
мутантные гены-супрессоры опухоли, такие как р53, Как, НЕК-2/пеи; уникальные опухолевые антигены, 
возникающие в результате хромосомных транслокаций, такие как ВСК-АВЬ, Е2А-РКЬ, Н4-КЕТ, ЮН- 
ЮК, МУР-КАР; и вирусные антигены, такие как антигены вируса Эпштейна-Барра ЕВУА и антигены 
вируса папилломы человека (НРУ) Е6 и Е7. Другие большие антигены на основе белков включают Т8Р- 
180, МАОЕ-4, МАОЕ-5, МАОЕ-6, КАОЕ, ΝΥ-ЕЗО, р185егЬВ2, р180егЬВ-3, с-те!, пт-23Н1, Р8А, ТАО- 
72, СА 19-9, СА 72-4, САМ 17.1, NиΜа, К-гак, бета-катенин, СОК4, Мит-1, р15, р16, 43-9Р, 5Т4, 
791Тдр72, альфа-фетопротеин, бета-НСО, ВСА225, ВТАА, СА 125, СА 15-3/СА 27,29/ВСАА, СА 195, 
СА 242, СА-50, САМ43, СО68/Р1, СО-029, РОР-5, О250, Оа733/ЕрСАМ, НТдр-175, М344, МА-50, МО7- 
А§, МОУ18, ΝΕ/70Κ, ΝΥ-СОП, КСА81, 8ПССАО16, ТА-90/Мас-2 связывающий белок/циклофилин С- 
ассоциированный белок, ТААЬ6, ТАО72, ТЬР и ТР8.

В предпочтительном варианте осуществления антигенсвязывающего фрагмента участок САК на­
правлен на антиген, который включает, но не ограничивается ими, СЭ19, СЭ20, СЭ22, КОК1, мезотелин, 
СП33/1Ь3Ка, с-Ме!, Р8МА, гликолипид Р77, ЕСРКуШ, ΟΌ-2, ΜΥ-ΕδΟ-1 ТСК, МАОЕ А3 ТСК и т.п.
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В зависимости от желаемого антигена, на который необходимо оказывать направленное воздейст­
вие, САК по изобретению можно конструировать так, чтобы он включал соответствующий антигенсвя­
зывающий фрагмент, который является специфичным для желаемого антигена-мишени. Например, если 
СЭ19 представляет собой желаемый антиген, который необходимо направленно воздействовать, в каче­
стве антигенсвязывающего фрагмента для встраивания в САК по изобретению можно использовать ан­
титело против СЭ19.

В одном из вариантов осуществления вектор по изобретению содержит нуклеиновую кислоту, ко­
дирующую САК, где участок антигенсвязывающего фрагмента САК по изобретению направлен на СЭ19.

Трансмембранный домен
Трансмембранный домен САК можно конструировать так, чтобы он содержал трансмембранный 

домен, который является слитым с внеклеточным доменом САК. В одном из вариантов осуществления 
используют трансмембранный домен, который естественным образом связан с одним из доменов в САК. 
В некоторых случаях трансмембранный домен можно выбирать или модифицировать заменой аминокис­
лоты для устранения связывания таких доменов с трансмембранным доменом одинаковых или различ­
ных белков мембранной поверхности для сведения к минимуму взаимодействия с другими представите­
лями рецепторного комплекса.

Трансмембранный домен можно получать из природного или синтетического источника. Если ис­
точник является природным, домен можно получать из любого мембраносвязанного или трансмембран­
ного белка. Трансмембранные области для конкретного применения в настоящем изобретении можно 
получать (т.е. содержащими, по меньшей мере, трансмембранную область(и)) из альфа-, бета- или дзета- 
цепи Т-клеточного рецептора, СЭ28, СЭ3-эпсилона. СЭ45. СЭ4. СЭ5, СЭ8, СЭ9. СЭ16. СЭ22. СЭ33, 
СЭ37. СЭ64. СЭ80. СЭ86. СЭ134. СЭ137. СЭ154. Альтернативно трансмембранный домен может яв­
ляться синтетическим, в случае чего он будет содержать преимущественно гидрофобные остатки, такие 
как лейцин и валин. Предпочтительно на каждом конце синтетического трансмембранного домена будет 
встречаться триплет фенилаланин, триптофан и валин. Необязательно короткий олиго- или полипептид­
ный линкер длиной предпочтительно от 2 до 10 аминокислот может образовать связь между трансмем­
бранным доменом и цитоплазматическим сигнальным доменом САК. Дуплет глицин-серин представляет 
собой особенно подходящий линкер.

Предпочтительно трансмембранный домен в САК вектора по изобретению представляет собой 
трансмембранный домен СЭ8. В некоторых случаях трансмембранный домен САК по изобретению со­
держит шарнирный домен СЭ8а.

Цитоплазматический домен
Цитоплазматический домен или иначе внеклеточный сигнальный домен САК вектора по изобрете­

нию отвечает за активацию по меньшей мере одной из нормальных эффекторных функций иммунной 
клетки, в которую поместили САК. Термин "эффекторная функция" относится к специализированной 
функции клетки. Эффекторная функция Т-клетки, например, может представлять собой цитолитическую 
активность или хелперную активность, включая секрецию цитокинов. Таким образом, термин "внекле­
точный сигнальный домен" относится к участку белка, который передает сигнал эффекторной функции и 
направляет клетку на осуществление специализированной функции. Несмотря на то, что, как правило, 
можно использовать весь внеклеточный сигнальный домен, во многих случаях необходимо использовать 
всю цепь. В тех случаях, когда используют усеченный участок внеклеточного сигнального домена, такой 
усеченный участок можно использовать вместо интактной цепи при условии, что он передает сигнал эф­
фекторной функции. Таким образом, термин внеклеточный сигнальный домен предназначен включать 
любой усеченный участок внеклеточного сигнального домена, достаточный для передачи сигнала эф­
фекторной функции.

Предпочтительные примеры внеклеточных сигнальных доменов для применения в САК вектора по 
изобретению включают цитоплазматические последовательности Т-клеточного рецептора (ТСК) и коре­
цепторов, которые действуют совместно для инициации передачи сигнала после связывания антигенного 
рецептора, а также любое производное или вариант этих последовательностей и любую синтетическую 
последовательность, которая обладает аналогичной функциональной способностью.

Известно, что для полной активации Т-клетки недостаточно сигналов, генерируемых только через 
ТСК, и что также необходим вторичный или костимуляторный сигнал. Таким образом, можно сказать, 
что активацию Т-клетки опосредуют два различных класса цитоплазматической сигнальной последова­
тельности: последовательности, которые инициируют антигензависимую первичную активацию через 
ТСК (первичные цитоплазматические сигнальные последовательности), и последовательности, которые 
действуют независящим от антигена образом, обеспечивая вторичный или костимуляторный сигнал 
(вторичные цитоплазматические сигнальные последовательности).

Первичные цитоплазматические сигнальные последовательности регулируют первичную актива­
цию комплекса ТСК стимулирующим образом или ингибирующим образом. Первичные цитоплазмати­
ческие сигнальные последовательности, которые действуют стимулирующим образом, могут содержать 
сигнальные мотивы, известные как иммунорецепторные тирозиновые активирующие мотивы или 1ТАМ.

Примеры 1ТАМ, содержащего первичные цитоплазматические сигнальные последовательности, ко­
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торые имеют конкретное применение в изобретении, включают такие, как получаемые из ТСК-дзета, 
РсК-гамма, РсК-бета, СЭЗ-гамма. СЭЗ-дельта. СЭЗ-эпсилон. СЭ5. СЭ22. СЭ79а. СЭ79Ь и СЭ666. Осо­
бенно предпочтительно цитоплазматическая сигнальная молекула в САК по изобретению содержит ци­
топлазматическую сигнальную последовательность, получаемую из СЭЗ-дзета.

В предпочтительном варианте осуществления цитоплазматический домен САК можно конструиро­
вать так, чтобы он содержал сигнальный домен СЭЗ-дзета сам по себе или в комбинации с любым дру­
гим желаемым цитоплазматическим доменом(ами), пригодным в отношении САК по изобретению. На­
пример, цитоплазматический домен САК может содержать участок цепи СЭЗ-дзета и костимуляторную 
сигнальную область. Костимуляторная сигнальная область относится к участку САК, содержащему 
внутриклеточный домен костимуляторной молекулы. Костимуляторная молекула представляет собой 
молекулу клеточной поверхности, отличную от антигенного рецептора или его лигандов, которая являет­
ся необходимой для эффективного ответа лимфоцитов на антиген. Примеры таких молекул включают 
СЭ27. СЭ28, 4-1ВВ (СЭ137), ОХ40, СЭ30, СЭ40. ΡΌ-1, 1СО8, функционально-ассоциированный антиген 
лимфоцита 1 (ЬРА-1), СЭ2. СЭ7. ЬЮНТ, М<С2С. В7-Н3 и лиганд, который специфически связывается с 
СЭ83 и т.п. Таким образом, несмотря на то, что изобретение проиллюстрировано преимущественно с 4- 
1ВВ в качестве костимуляторного сигнального элемента, в объем изобретения входят другие костимуля- 
торные элементы.

Цитоплазматические сигнальные последовательности в цитоплазматическом сигнальном участке 
САК по изобретению можно связывать друг с другом в случайном или специальном порядке. Необяза­
тельно короткий олиго- или полипептидный линкер длиной предпочтительно от 2 до 10 аминокислот 
может образовывать связь. Дублет глицин-серин представляет собой особенно подходящий линкер.

В одном из вариантов осуществления цитоплазматический домен конструируют так, чтобы он со­
держал сигнальный домен СО3-дзета и сигнальный домен СЭ28. В другом варианте осуществления ци­
топлазматический домен конструируют так, чтобы он содержал сигнальный домен СО3-дзета и сигналь­
ный домен 4-1ВВ. В еще одном варианте осуществления цитоплазматический домен конструируют так, 
чтобы он содержал сигнальный домен СО3-дзета и сигнальный домен СЭ28 и 4-1ВВ.

В одном из вариантов осуществления цитоплазматический домен в САК по изобретению конструи­
руют так, чтобы он содержал сигнальный домен 4-1ВВ и сигнальный домен СО3-дзета.

Векторы
Настоящее изобретение относится к способам получения вектора, содержащего последовательности 

САК, где последовательность содержит последовательность нуклеиновой кислоты антигенсвязывающего 
фрагмента, функционально связанную с последовательностью нуклеиновой кислоты внутриклеточного 
домена. Иллюстративный внутриклеточный домен, который можно использовать в САК вектора по изо­
бретению включает, но не ограничивается ими, внутриклеточный домен СЭЛ-дзета. СЭ28. 4-1ВВ и т.п. В 
некоторых случаях САК может содержать любое сочетание СО3-дзета. СЭ28. 4-1ВВ и т.п.

В одном из вариантов осуществления САК вектора по изобретению содержит 8сРу против СЭ19. 
шарнирный и трансмембранный домен СЭ8 человека и сигнальные домены 4-1ВВ и СО3-дзета человека.

Последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующие желаемые молекулы, можно получать из­
вестными в данной области рекомбинантными способами, такими как, например, скринингом библиоте­
ки из клеток, экспрессирующих ген, выделением гена из вектора, для которого известно, что он содержит 
его, или выделением непосредственно из клеток и тканей, содержащих его, стандартными способами. 
Альтернативно, представляющий интерес ген можно получать синтетически, а не клонировать.

Настоящее изобретение также относится к векторам, в которые встроена ДНК по настоящему изо­
бретению. Векторы, получаемые из ретровирусов, такие как лентивирус, представляют собой подходя­
щие средства достижения длительной передачи гена, т.к. они обеспечивают длительную, стабильную 
интеграцию трансгена и его размножение в дочерних клетках. Лентивирусные векторы обладают допол­
нительным преимуществом по сравнению с другими векторами, получаемыми из онкоретровирусов, та­
ких как вирусы лейкоза мыши, которое заключает в том, что они могут трансдуцировать непролифери­
рующие клетки, такие как гепатоциты. Они также обладают дополнительным преимуществом низкой 
иммуногенности.

В кратком изложении, экспрессию природных или синтетических нуклеиновых кислот, кодирую­
щих САК, как правило, получают функциональным связыванием нуклеиновой кислоты, кодирующей 
полипептид САК или его участки, с промотором, и встраиванием конструкции в экспрессирующий век­
тор. Векторы могут быть подходящими для репликации и интеграции у эукариот. Характерные клони­
рующие векторы содержат терминаторы транскрипции и трансляции, последовательности инициации и 
промоторы, пригодные для регуляции экспрессии желаемой последовательности нуклеиновой кислоты.

Экспрессирующие конструкции по настоящему изобретению также можно использовать для имму­
низации нуклеиновой кислотой и генотерапии с использованием стандартных протоколов доставки ге­
нов. Способы доставки генов известны в данной области. См., например, патенты США № 5399346, 
5580859, 5589466, полностью включенные посредством ссылки в настоящее описание. В другом вариан­
те осуществления изобретение относится к генотерапевтическому вектору.

Нуклеиновую кислоту можно клонировать во многие типы векторов. Например, нуклеиновую ки­
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слоту можно клонировать в вектор, включая, но не ограничиваясь ими, плазмиду, фагмиду, производное 
фага, вирус животного и космиду. Представляющие особый интерес векторы включают экспрессирую­
щие векторы, реплицирующиеся векторы, векторы для получения зондов и векторы для секвенирования.

Кроме того, экспрессирующий вектор можно доставлять в клетку в форме вирусного вектора. Тех­
нологии вирусных векторов хорошо известны в данной области и описаны, например, у ЗашЬтоок е! а1., 
(2001, Мо1еси1аг С1отпд: А ЬаЬота1огу Мапиа1, Со1б 8ртшд НагЬог ЬаЬота1огу, №ν Уотк), и в других 
учебниках по вирусологии и молекулярной биологии. Вирусы, которые являются пригодными в качестве 
векторов, включают, но не ограничиваются ими, ретровирусы, аденовирусы, аденоассоциированные ви­
русы, вирусы герпеса и лентивирусы. В основном, подходящий вектор содержит участок начала репли­
кации, функциональный по меньшей мере в одном организме, промоторную последовательность, подхо­
дящие участки узнавания рестрикционных эндонуклеаз и один или несколько селектируемых маркеров, 
(например, АО 01/96584, АО 01/29058 и патент США № 6326193).

Для переноса генов в клетки млекопитающих был разработан ряд систем на основе вирусов. На­
пример, ретровирусы представляют собой подходящую платформу для систем доставки генов. Выбран­
ный ген можно встраивать в вектор и упаковывать в ретровирусные частицы с применением известных в 
данной области способов. Затем можно выделять рекомбинантный вирус и доставлять в клетки индиви­
дуума ίη νί\Ό или ех νί\Ό. В данной области известен ряд ретровирусных систем. В некоторых вариантах 
осуществления используют аденовирусные векторы. В данной области известен ряд аденовирусных век­
торов. В одном из вариантов осуществления используют лентивирусные векторы.

Дополнительные промоторные элементы, например, энхансеры, регулируют частоту инициации 
транскрипции. Как правило, они локализованы в области 30-110 п.н. выше стартового участка, хотя не­
давно было продемонстрировано, что ряд промоторов также содержит функциональные элементы ниже 
стартового участка. Часто расстояние между промоторными элементами не является строгим, таким об­
разом, что функция промотора сохраняется, когда элементы инвертированы или смешены относительно 
друг друга. В промоторе тимидинкиназы (!к) расстояние между промоторными элементами можно уве­
личивать до 50 п.н. до начала снижения активности. По-видимому, в зависимости от промотора отдель­
ные элементы могут функционировать совместно или независимо для активации транскрипции.

Один из примеров подходящего промотора представляет собой промоторную последовательность 
предраннего цитомегаловируса (СМУ). Эта промоторная последовательность представляет собой силь­
ную конститутивную промоторную последовательность, способную запускать высокие уровни экспрес­
сии любой функционально с ней связанной полинуклеотидной последовательности. Другой пример под­
ходящего промотора представляет собой фактор элонгации-1а (ΕΡ-1α). Однако также можно использо­
вать другие конститутивные промоторные последовательности, включая, но не ограничиваясь ими, ран­
ний промотор вируса обезьян 40 (§У40), вирус опухоли молочной железы мыши (ММТУ), промотор 
длинного концевого повтора (ЬТК) вируса иммунодефицита человека (ВИЧ), промотор МоМиЬУ, про­
мотор вируса лейкоза птиц, предранний промотор вируса Эпштейна-Барра, промотор вируса саркомы 
Рауса, а также промоторы генов человека, такие как, но не ограничиваясь ими, промотор актина, промо­
тор миозина, промотор гемоглобина и промотор креатинкиназы. Кроме того, изобретение не следует ог­
раничивать использованием конститутивных промоторов. Индуцибельные промоторы также предусмот­
рены как часть изобретения. Использование индуцибельного промотора обеспечивает молекулярный 
переключатель, способный запускать экспрессию полинуклеотидной последовательности, которая явля­
ется функционально связанной с ним, когда такая экспрессия является желательной, или прекращать 
экспрессию, когда экспрессия является нежелательной. Примеры индуцибельных промоторов включают, 
но не ограничиваются ими, металлотиониновый промотор, глюкокортикоидный промотор, прогестеро­
новый промотор и тетрациклиновый промотор.

Для оценки экспрессии полипептида САК или его участков экспрессирующий вектор, подлежащий 
введению в клетку, также может содержать ген селективного маркера или репортерный ген, или тот и 
другой для облегчения идентификации и отбора экспрессирующих клеток из популяции клеток, которые 
необходимо трансфицировать или инфицировать посредством вирусных векторов. В других аспектах 
селектируемый маркер может находиться на отдельном фрагменте ДНК, и его можно использовать в 
способе котрансфекции. Селектируемые маркеры и репортерные гены можно фланкировать подходящи­
ми регуляторными последовательностями для обеспечения экспрессии в клетках-хозяевах. Пригодные 
селектируемые маркеры включают, например, гены устойчивости к антибиотикам, такие как пео и т.п.

Для идентификации потенциально трансфицированных клеток и для оценки функциональности ре­
гуляторных последовательностей используют репортерные гены. Как правило, репортерный ген пред­
ставляет собой ген, который не присутствует или не экспрессируется в организме или ткани реципиента 
и который кодирует полипептид, экспрессия которого проявляется некоторым легко детектируемым 
свойством, например, ферментативной активностью. Экспрессию репортерного гена оценивают в подхо­
дящий момент времени после встраивания ДНК в клетки-реципиенты. Подходящие репортерные гены 
могут включать гены, кодирующие люциферазу, бета-галактозидазу, хлорамфениколацетилтрансферазу, 
секретируемую щелочную фосфатазу, или ген зеленого флуоресцентного белка (например, и1-Те1 е! а1., 
2000 ΡΕΒδ Ьейетк 479: 79-82). Подходящие экспрессирующие системы хорошо известны, и их можно
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получать с использованием известных техник или получать из коммерческого источника. В основном, 
конструкция с минимальной 5'-фланкирующей областью, для которой демонстрируют наиболее высокий 
уровень экспрессии репортерного гена, определяют как промотор. Такие промоторные области можно 
связывать с репортерным геном и использовать для оценки средств на способность модулировать запус­
каемую промотором транскрипцию.

Способы введения и экспрессии генов в клетку известны в данной области. Касательно экспресси­
рующего вектора, вектор можно легко вводить в клетку-хозяина, например, в клетку млекопитающего, 
бактерии, дрожжей или насекомого любым способом в данной области. Например, экспрессирующий 
вектор можно трансфицировать в клетку-хозяина физическими, химическими или биологическими сред­
ствами.

Физические способы введения полинуклеотида в клетку-хозяина включают осаждение фосфатом 
кальция, липофекцию, бомбардировку частицами, микроинъекцию, электропорацию и т.п. Способы по­
лучения клеток, содержащих векторы и/или экзогенные нуклеиновые кислоты, хорошо известны в дан­
ной области. См., например, ЗатЬгоок с1 а1. (2001, Мо1еси1аг С1отпд: А ЬаЬогаЮгу Мапиа1, Со16 Зргшд 
НагЬог ЬаЬота1оту, Ыете Уогк). Предпочтительный способ введения полинуклеотида в клетку-хозяина 
представляет собой трансфекцию с использованием фосфата кальция.

Биологические способы введения представляющего интерес полинуклеотида в клетку-хозяина 
включают использование ДНК- и РНК-векторов. Вирусные векторы и особенно ретровирусные векторы 
стали наиболее широко используемым способом встраивания генов в клетки млекопитающих, например, 
клетки человека. Другие вирусные векторы можно получать из лентивируса, поксвируса, вируса просто­
го герпеса I, аденовирусов и аденоассоциированных вирусов и т.п. См., например, патенты США № 
5350674 и 5585362.

Химические средства введения полинуклеотида в клетку-хозяина включают системы коллоидных 
дисперсий, такие как макромолекулярные комплексы, нанокапсулы, микросферы, гранулы и системы на 
основе липидов, включая эмульсии "масло-в-воде", мицеллы, смешанные мицеллы и липосомы. Иллюст­
ративная коллоидная система для применения в качестве средства доставки ίη уйто и ίη у1уо представляет 
собой липосому (например, искусственную мембранную везикулу).

В случае, когда используют невирусную систему доставки, иллюстративное средство доставки 
представляет собой липосому. Для введения нуклеиновых кислот в клетку-хозяина (ίη уЬго. ех у1уо или 
ίη у1уо) предусмотрено использование липидных составов. В другом аспекте нуклеиновая кислота может 
быть связана с липидом. Нуклеиновую кислоту, связанную с липидом, можно инкапсулировать в водной 
внутренней среде липосомы, распределять внутри липидного бислоя липосомы, присоединять к липосо­
ме посредством связывающей молекулы, которая соединена с липосомой и олигонуклеотидом, заклю­
чать в липосому, получать комплексное соединение с липосомой, диспергировать в растворе, содержа­
щем липид, смешивать с липидом, объединять с липидом, она может содержаться в виде суспензии в 
липиде, содержаться или образовывать комплексное соединение с мицеллой, или иным образом связы­
вать с липидом. Композиции, связанные с липидом, липидом/ДНК или липидом/экспрессирующим век­
тором, не являются ограниченными какой-либо конкретной структурой в растворе. Например, они могут 
содержаться в бислойной структуре в виде мицелл или с "разрушенной" структурой. Они также могут 
просто распределиться в растворе, возможно, образуя агрегаты, которые не являются однородными по 
размеру или форме. Липиды представляют собой жировые вещества, которые могут являться природны­
ми или синтетическими липидами. Например, липиды включают жировые капли, которые встречаются в 
природе в цитоплазме, а также класс соединений, которые содержат длиноцепочечные алифатические 
углеводороды и их производные, такие как жирные кислоты, спирты, амины, аминоспирты и альдегиды.

Пригодные для использования липиды можно получать из коммерческих источников. Например, 
димиристилфосфатидилхолин ("ΌΜΡΟ') можно получать от §1дта, 81. Ьош8, МО; дицетилфосфат 
("ΌΟΡ") можно получать от К&К ЬаЬота1от1е8 (Ркипулеху/ ΝΥ); холестерин ("Сйо1") можно получать от 
Са1ЬюсЬет-ВеЬттд; димиристилфосфатидилглицерин ("ΌΜΡΟ") и другие липиды можно получать от 
АуапП Ро1аг Ыр1б8, 1пс. (Вйтшдйат, АЬ). Исходные растворы липидов в хлороформе или хлорофор- 
ме/метаноле можно хранить приблизительно при -20°С. Хлороформ используют в качестве единственно­
го растворителя, т.к. он легче испаряется, чем метанол. "Липосома" представляет собой общий термин, 
включающий различные однослойные и многослойные липидные носители, получаемые посредством 
образования замкнутых липидных бислоев или агрегатов. Липосомы можно охарактеризовать, как со­
держащие везикулярные структуры с фосфолипидной бислойной мембраной и внутренней водной сре­
дой. Многослойные липосомы содержат много липидных слоев, разделенных водной средой. Они обра­
зуются спонтанно, когда фосфолипиды суспендируют в избытке водного раствора. Липидные компонен­
ты подвергаются самоперестройке до образования замкнутых структур и захватывают воду и растворен­
ные вещества между липидными бислоями (Ойо8Й е1 а1., 1991, О1усоЬю1оду 5: 505-10). Однако также 
предусмотрены композиции, которые имеют структуры в растворе, отличные от нормальной везикуляр­
ной структуры. Например, липиды могут принимать мицеллярную структуру или существовать только в 
виде неоднородных агрегатов липидных молекул. Также предусмотрены комплексы липофектамин- 
нуклеиновая кислота.
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Независимо от способа, используемого для введения экзогенных нуклеиновых кислот в клетку- 
хозяина или иным образом подвергание клетки воздействию ингибитора по настоящему изобретению, 
для подтверждения наличия последовательности рекомбинантной ДНК в клетке-хозяине можно прово­
дить ряд анализов. Такие анализы включают, например, "молекулярно-биологические" анализы, хорошо 
известные специалистам в данной области, такие как саузерн- и "нозерн"-блоттинг, ПЦР с обратной 
транскрипцией и ПЦР; "биохимические" анализы, такие как детекция наличия или отсутствия конкрет­
ного пептида, например, иммунологическими способами (ЕЫ§Л и вестерн-блоттинги) или анализами, 
описываемыми в настоящем описании для идентификации средств, входящих в объем изобретения.

Источники Т-клеток
До экспансии и генетической модификации Т-клеток по изобретению у индивидуума получают ис­

точник Т-клеток. Т-клетки можно получать из различных источников, включая мононуклеарные клетки 
периферической крови, костный мозг, ткань лимфоузлов, пуповинную кровь, ткань тимуса, ткань из оча­
га инфекции, асцит, плевральный выпот, ткань селезенки и опухоли. В определенных вариантах настоя­
щего изобретения можно использовать любое число линий Т-клеток, доступных в данной области. В оп­
ределенных вариантах настоящего изобретения Т-клетки можно получать из единицы крови, собираемой 
у индивидуума любым из ряда способов, известных специалисту в данной области, таких как разделение 
с использованием Рюо11™. В одном из предпочтительных вариантов осуществления клетки из циркули­
рующей крови индивидуума получают аферезом. Продукт афереза, как правило, содержит лимфоциты, 
включая Т-клетки, моноциты, гранулоциты, В-клетки, другие ядерные лейкоциты, эритроциты и тромбо­
циты. В одном из вариантов осуществления клетки, собираемые аферезом, можно промывать для удале­
ния фракции плазмы и для помещения клеток в соответствующий буфер или среду для последующих 
этапов обработки. В одном из вариантов осуществления изобретения клетки промывают фосфатно­
солевым буфером (ΡΒδ). В альтернативном варианте осуществления раствор для промывания не содер­
жит кальций и может не содержать магний или может не содержать многие, если не все, двухвалентные 
катионы. Кроме того, неожиданно начальные этапы активации при отсутствии кальция приводят к уси­
ленной активации. Как будет понятно специалистам в данной области, этап промывания можно прово­
дить способами, известными специалистам в данной области, такими как с использованием стандартной 
центрифуги, полуавтоматической "проточной" центрифуги (например, клеточного процессора СоЬе 2991, 
Вах1ет Су1оМа1е или Наешоиейск Се11 8аует 5) по инструкциям производителя. После промывания клетки 
можно ресуспендировать в различных биосовместимых буферах, таких как, например, не содержащий 
Са2'. не содержащий Мд2' ΡΒδ, Р1а8таЬу1е А, 5% декстроза в 0,45% хлориде натрия или другой физио­
логический раствор с любым сочетанием буферов или без них. Альтернативно, можно удалять нежела­
тельные компоненты образца после афереза и непосредственно ресуспендировать клетки в среде для 
культивирования.

В другом варианте осуществления Т-клетки выделяют из лимфоцитов периферической крови лизи­
сом эритроцитов и удалением моноцитов, например, центрифугированием в градиенте РЕКСОЬЬ™ или 
противоточной центрифужной элютриацией или МШеиу1 СПшМАС% или магнитными гранулами, или 
магнитными гранулами, связанными с антителами. Конкретную субпопуляцию Т-клеток, таких как Т- 
клетки СИ3+, СИ28+, СИ4+, СИ8+, СИ45КА+, СИ45КО+, СП62Ь+, СИ127+, можно дополнительно выде­
лять или удалять способами позитивного или негативного отбора. Например, в одном из вариантов осу­
ществления Т-клетки выделяют посредством инкубации с гранулами, конъюгированными с антителами 
против С'.П3/С'.П28 (т.е. 3x28), такими как ΌΥΝΑΒΕΑΌδ® М-450 СО3/СО28Т, в течение периода време­
ни, достаточного для позитивного отбора желаемых Т-клеток. В одном из вариантов осуществления пе­
риод времени составляет приблизительно 30 мин. В дополнительном варианте осуществления период 
времени находится в диапазоне от 30 мин до 36 ч или более и всех целочисленных значений между ними. 
В дополнительном варианте осуществления период времени составляет по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5 или 
6 ч. В еще одном другом предпочтительном варианте осуществления период времени составляет от 10 до 
24 ч. В одном из предпочтительных вариантов осуществления время инкубации составляет 24 ч. Для вы­
деления Т-клеток у пациентов с лейкозом использование большего времени инкубации, такого как 24 ч, 
может повышать выход клеток. Большее время инкубации можно использовать для выделения Т-клетки 
в любой ситуации, когда Т-клеток меньше по сравнению с другими типами клеток, такой как при выде­
лении проникающих в опухоль лимфоцитов (Т1Ь) из опухолевой ткани или у иммунологически компро­
метированных индивидуумов. Кроме того, использование большего времени инкубации может повышать 
эффективность захвата СИ8+ Т-клеток. Таким образом, простым уменьшением или увеличением времени 
можно обеспечивать связывание Т-клеток с гранулами СО3/СО28, и/или увеличением или уменьшением 
отношения гранул к Т-клеткам (как описано ниже в настоящем описании) предпочтительно можно про­
водить позитивный или отрицательный отбор субпопуляции Т-клеток в начале культивирования или в 
другие моменты времени во время проведения способа. Кроме того, повышая или понижая отношение 
антител против СИ3 и/или против СИ28 на гранулах или другой поверхности, предпочтительно можно 
проводить позитивный или отрицательный отбор субпопуляции Т-клеток в начале культивирования или 
в другие желаемые моменты времени. Специалисту в данной области будет понятно, что в контексте на-
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стоящего изобретения также можно использовать многочисленные этапы отбора. В определенных вари­
антах осуществления желательным может являться проведение процедуры отбора и использование "не­
отобранных" клеток в способе активации и экспансии. "Неотобранные" клетки также можно подвергать 
дополнительным этапам отбора.

Обогащение популяции Т-клеток посредством негативного отбора можно проводить с использова­
нием комбинации антител, направленных на поверхностные маркеры, уникальные для негативно отби­
раемых клеток. Один из способов представляет собой клеточный сортинг и/или отбор посредством нега­
тивной магнитной иммуноадгезии или проточной цитометрии, в которой используют смесь монокло­
нальных антител, направленных на маркеры клеточной поверхности, присутствующие на клетках, под­
вергаемых негативному отбору. Например, для обогащения СИ4+-клетками посредством негативного 
отбора смесь моноклональных антител, как правило, содержит антитела против СИ14, СЭ20, СЭ11Ь. 
0016, НЬА-ΌΚ и 008. В определенных вариантах осуществления желательным может являться обога­
щение или позитивный отбор регуляторных Т-клеток, которые, как правило, экспрессируют 004+ , 
СИ25+, СП62ЬЬ1, ΟΙΤΚ.+ и РохР3+. Альтернативно, в определенных вариантах осуществления регулятор­
ные Т-клетки удаляют посредством гранул, конъюгированных с антителом против СИ25, или другим 
аналогичным способом отбора.

Для выделения желаемой популяции клеток посредством позитивного или негативного отбора 
можно изменять концентрацию клеток и поверхность (например, частиц, таких как гранулы). В опреде­
ленных вариантах осуществления желательным может являться существенное уменьшение объема, в 
котором гранулы и клетки смешивают друг с другом (т.е. увеличение концентрации клеток) для обеспе­
чения максимального контактирования клеток и гранул. Например, в одном из вариантов осуществления 
используют концентрацию 2 миллиарда клеток/мл. В одном из вариантов осуществления используют 
концентрацию 1 миллиард клеток/мл. В дополнительном варианте осуществления используют более 100 
миллионов клеток/мл. В дополнительном варианте осуществления используют концентрацию клеток 10, 
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50 миллионов клеток/мл. В еще одном варианте осуществления используют 
концентрацию клеток 75, 80, 85, 90, 95 или 100 миллионов клеток/мл. В дополнительных вариантах осу­
ществления можно использовать концентрации 125 или 150 миллионов клеток/мл. Использование высо­
ких концентраций может приводить к увеличенному выходу клеток, активации клеток и экспансии кле­
ток. Кроме того, использование высоких концентраций клеток обеспечивает более эффективный захват 
клеток, которые могут слабо экспрессировать представляющие интерес антигены-мишени, такие как 
СИ28-отрицательные Т-клетки, или из образцов, где содержится много опухолевых клеток (т.е. кровь 
больного лейкозом, опухолевая ткань и т.д.). Такие популяции клеток могут иметь терапевтическое зна­
чение, и их получение является желательным. Например, использование высокой концентрации клеток 
обеспечивает более эффективный отбор СИ8+ Т-клеток, которые в норме слабо экспрессируют СИ28.

В родственном варианте осуществления желательным может являться использование более низких 
концентраций клеток. Значительным разбавлением смеси Т-клеток и уменьшение поверхности (напри­
мер, частиц, таких как гранулы) сводят к минимуму взаимодействия между частицами и клетками. Это 
позволяет проводить отбор клеток, которые экспрессируют высокие количества желаемых антигенов, 
которые должны связываться с частицами. Например, СИ4+ Т-клетки экспрессируют высокие уровни 
СИ28, и их можно более эффективно захватывать по сравнению с СИ8+ Т-клетками в разведенных кон­
центрациях. В одном из вариантов осуществления концентрация используемых клеток составляет 
5х106/мл. В других вариантах осуществления используемая концентрация может составлять приблизи­
тельно от 1 х 105/мл до 1 х 106/мл и любое целочисленное значение в этом диапазоне.

В других вариантах осуществления клетки можно инкубировать на ротационном шейкере в течение 
периодов времени различной продолжительности при различных скоростях при 2-37°С.

Т-клетки для стимуляции после этапа промывания также можно замораживать. Не желая быть свя­
занными теорией, замораживание и последующий этап размораживания обеспечивает более однородный 
продукт в результате удаления гранулоцитов и до некоторой степени моноцитов в популяции клеток. 
После этапа промывания, на котором удаляют плазму и тромбоциты, клетки можно суспендировать в 
охлаждающем растворе. Несмотря на то, что многие охлаждающие растворы и параметры известны в 
данной области и будут являться пригодными в этом контексте, один из способов включает использова­
ние РВ8, содержащего 20% ΌΜ8Θ и 8% сывороточного альбумина человека, или среды для культивиро­
вания, содержащей 10% декстрана 40 и 5% декстрозы, 20% сывороточного альбумина человека и 7,5% 
ΌΜ8Θ, или 31,25% Р1азта1у!е-А, 31,25% декстрозы 5%, 0,45% ЫаС1, 10% декстрана 40 и 5% декстрозы, 
20% сывороточного альбумина человека и 7,5% ΌΜ8Θ, или других подходящих для замораживания кле­
ток сред, содержащих, например, Незрап или пентакрахмал, и Р1азтаЬу1е А, затем клетки замораживают 
до -80°С при скорости 1° в минуту и хранят в газовой фазе в резервуаре для хранения жидкого азота. 
Можно использовать другие способы контролируемого замораживания, а также неконтролируемого за­
мораживания непосредственно при -20°С или в жидком азоте.

В определенных вариантах осуществления криоконсервированные клетки размораживают и про­
мывают, как описано в настоящем описании, и оставляют отстаиваться в течение одного часа при ком­
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натной температуре до активации способами по настоящему изобретению.
В контексте изобретения также предусмотрен сбор образцов крови или продукта афереза у индиви­

дуума в течение периода времени, когда могут потребоваться клетки, подвергаемые экспансии, как опи­
сано в настоящем описании. В связи с этим, источник клеток, подлежащих экспансии, можно собирать в 
любой необходимый момент времени и желаемые клетки, такие как Т-клетки, можно выделять и замо­
раживать для дальнейшего использования в Т-клеточной терапии для любого числа заболеваний или со­
стояний, для которых Т-клеточная терапия будет эффективной, таких как заболевания, описываемые в 
настоящем описании. В одном из вариантов осуществления образец крови или продукт афереза получа­
ют, как правило, у здорового индивидуума. В определенных вариантах осуществления образец крови или 
продукт афереза получают, как правило, у здорового индивидуума, который подвергается риску развития 
заболевания, но у которого еще не развилось заболевание, и представляющие интерес клетки выделяют и 
замораживают для дальнейшего использования. В определенных вариантах осуществления Т-клетки 
можно подвергать экспансии, замораживать и использовать позже. В определенных вариантах осуществ­
ления образцы собирают у пациента сразу же после диагностики конкретного заболевания, как описано в 
настоящем описании, но до начала какого-либо лечения. В дополнительном варианте осуществления 
клетки выделяют из образца крови или продукта афереза у индивидуума до начала проведения любого 
числа подходящих способов лечения, включая, но не ограничиваясь ими, лечение средствами, такими 
как натализумаб, эфализумаб, противовирусными средствами, химиотерапию, облучение, иммуносу- 
прессирующие средства, такие как циклоспорин, азатиоприн, метотрексат, микофенолат и РК506, анти­
тела или другие иммуносупрессивные средства, такие как САМРАТН, антитела против СЭ3, цитоксан, 
флударабин, циклоспорин, РК506, рапамицин, микофеноловая кислота, стероиды, РК901228 и облуче­
ние. Эти лекарственные средства ингибируют кальций-зависимую фосфатазу кальциневрин (циклоспо­
рин и РК506) или ингибируют киназу р70§6, которая является важной для индуцируемой фактором рос­
та передачи сигналов (рапамицин) (Ьщ с1 а1., Се11, 66:807-815, 1991; Непбегеоп с1 а1., 1ттип., 73:316-321, 
1991; В1егег е1 а1., Сигг. Θρίη. 1ттип., 5:763-773, 1993). В дополнительном варианте осуществления клет­
ки выделяют у пациента и замораживают для дальнейшего использования в сочетании (например, до, 
одновременно или после) с трансплантацией костного мозга или стволовых клеток, подавляющей Т- 
клетки терапией с использованием химиотерапевтических средств, таких как, флударабин, наружной 
дистанционной лучевой терапии (ХКТ), циклофосфамидом или антителами, такими как ОКТ3 или САМ- 
РАТН. В другом варианте осуществления клетки выделяют и их можно замораживать для дальнейшего 
использования до проведения лечения после терапии, подавляющей В-клетки, такой как средства, кото­
рые взаимодействуют с СЭ20, например, ритуксан.

В дополнительном варианте осуществления настоящего изобретения Т-клетки получают у пациента 
непосредственно после лечения. В связи с этим наблюдали, что после определенных видов лечения зло­
качественных опухолей, в частности видов лечения с использованием лекарственных средств, которые 
повреждают иммунную систему, вскоре после лечения в течение периода, когда пациенты в норме вос­
станавливаются после лечения, качество получаемых Т-клеток может являться оптимальным или улуч­
шенным в отношении их способности к экспансии ех νίνο. Аналогично, после манипуляций ех νίνο с 
использованием способов, описываемых в настоящем описании, эти клетки могут находиться в предпоч- 
тигельном состоянии для повышенного энграфтмента и экспансии ίη νίνο. Таким образом, в контексте 
настоящего изобретения предусмотрен сбор клеток крови, включая Т-клетки, дендритные клетки или 
другие клетки гематопоэтического роста во время этой фазы восстановления. Кроме того, в определен­
ных вариантах осуществления можно использовать мобилизацию (например, мобилизацию ОМ-С8Р) и 
схемы симптоматического лечения для создания состояния у индивидуума, где благоприятной является 
репопуляция, рециркуляция, регенерация и/или экспансия конкретных типов клеток, особенно в течение 
определенного временного окна после терапии. Иллюстративные типы клеток включают Т-клетки, В- 
клетки, дендритные клетки и другие клетки иммунной системы.

Активация и экспансия Т-клеток
До проведения генетической модификации Т-клеток для экспрессии желаемого САК или после нее 

Т-клетки можно активировать и подвергать экспансии, как правило, способами, как описано, например, в 
патентах США 6352694, 6534055, 6905680; 6692964; 5858358, 6887466; 6905681; 7144575; 7067318; 
7172869; 7232566, 7175843; 5883223; 6905874; 6797514, 6867041 и в публикации патентной заявки США 
№ 20060121005.

Как правило, Т-клетки по изобретению подвергают экспансии приведением контакт с поверхно­
стью, содержащей прикрепленное к ней средство, которое стимулирует ассоциированный с комплексом 
СИ3/ТСК сигнал и лиганд, который стимулирует костимуляторную молекулу на поверхности Т-клеток. 
В частности, популяции Т-клеток можно стимулировать, как описано в настоящем описании, таким об­
разом, как приведением в контакт с антителом против СИ3 или его антигенсвязывающим фрагментом 
или антителом против СИ2, иммобилизованным на поверхности, или приведение в контакт с активато­
ром протеинкиназы С (например, бриостатином) в сочетании с кальциевым ионофором. Для костимуля­
ции дополнительной молекулы на поверхности Т-клеток используют лиганд, который связывается с до­
полнительной молекулой. Например, популяцию Т-клеток можно приводить в контакт с антителом про­
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тив СОЗ и антителом против СЭ28 в условиях, подходящих для стимуляции пролиферации Т-клеток. 
Для стимуляции пролиферации СП4' Т-клеток или С.П8' Т-клеток можно использовать антитело против 
СОЗ и антитело против СП28. Можно использовать примеры антитела против СЭ28, включающие 9.3, В- 
ТЗ, ХР-СП28 (Όίαοίοηο, Векапдоп, Ргапсе), как используют в других общеизвестных в данной области 
способах (Вегд е! а1., Тгапкр1ап! Ргос, 30(8):3975-3977, 1998; Наапеп е! а1., 1. Ехр. Меб., 190(9):13191328, 
1999; Оаг1апб е! а1., 1. 1ттипо1 Ме!й., 227 (1-2):53-63, 1999).

В определенных вариантах осуществления первичный стимулирующий сигнал и костимуляторный 
сигнал для Т-клетки можно получать с использованием различных протоколов. Например, средства, 
обеспечивающие каждый сигнал, могут находиться в растворе или быть связанными с поверхностью. В 
случае связывания с поверхностью средства могут быть связаны с одной и той же поверхностью (т.е. в 
"цис"-положении) или с отдельными поверхностями (т.е. в "транс"-положении). Альтернативно, одно 
средство может быть связано с поверхностью, а другое средство может находиться в растворе. В одном 
из вариантов осуществления средство, обеспечивающее костимуляторный сигнал, связано с клеточной 
поверхностью, и средство, обеспечивающее первичный сигнал активации, находится в растворе или свя­
зано с поверхностью. В определенных вариантах осуществления оба средства могут находиться в рас­
творе. В другом варианте осуществления средства могут находиться в растворимой форме, а затем их 
можно перекрестно сшивать с поверхностью, такой как клетка, экспрессирующая Рс-рецепторы, или ан­
титело, или другое связывающее средство, которое будет связываться со средствами. В отношении этого 
см., например, публикацию патентной заявки США № 20040101519 и 20060034810 касательно искусст­
венных антигенпрезентирующих клеток (аАРС), которые предусмотрены в настоящем изобретении для 
применения для активации и экспансии Т-клеток.

В одном из вариантов осуществления два средства являются иммобилизованными на гранулах, на 
одной и той же грануле, т.е. "цис", или на отдельных гранулах, т.е. "транс". В качестве примера, средст­
во, обеспечивающее первичный сигнал активации представляет собой антитело против СП3 или его ан- 
тигенсвязывающий фрагмент, и средство, обеспечивающее костимуляторный сигнал, представляет собой 
антитело против СП28 или его антигенсвязывающий фрагмент; и оба средства являются совместно им­
мобилизованными на одной и то же грануле в эквивалентных молекулярных количествах. В одном из 
вариантов осуществления используют отношение 1:1 каждого антитела, связанного с гранулами, для 
экспансии СП4' Т-клеток и роста Т-клеток. В определенных аспектах по настоящему изобретению ис­
пользуют отношение антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, связанных с гранулами, таким образом, что наблюдают 
увеличение экспансии Т-клеток по сравнению с экспансией, наблюдаемой при использовании отношения 
1:1. В одном конкретном варианте осуществления наблюдают увеличение приблизительно от 1 прибли­
зительно до 3 раз по сравнению с экспансией, наблюдаемой при использовании отношения 1:1. В одном 
из вариантов осуществления отношение антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, связанного с гранулами, находится в 
диапазоне от 100:1 до 1:100 и всех целочисленных значений между ними. В одном из аспектов настояще­
го изобретения с частицами связывается больше антител против СП28 по сравнению с антителом против 
ί'.Ό3, т.е. отношение СЭ3:СЭ28 составляет менее одного. В определенных вариантах осуществления от­
ношение антитела против СП28 к антителу против СЭ3, связанному с гранулами, составляет более 2:1. В 
одном конкретном варианте осуществления используют отношение 1:100 антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, 
связанных с гранулами. В другом варианте осуществления используют отношение 1:75 антител против 
ί'.Ό3:ί'.Ό28, связанных с гранулами. В дополнительном варианте осуществления используют отношение 
1:50 антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, связанных с гранулами. В другом варианте осуществления используют 
отношение 1:30 антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, связанных с гранулами. В одном из предпочтительных вари­
антов осуществления используют отношение 1:10 антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, связанных с гранулами. В 
другом варианте осуществления используют отношение 1:3 антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, связанных с гра­
нулами. В еще одном варианте осуществления используют отношение 3:1 антител против ί'.Ό3:ί'.Ό28, 
связанных с гранулами.

Для стимуляции Т-клеток или других клеток-мишеней можно использовать отношения частик к 
клеткам от 1:500 до 500:1 и любые целочисленные значения в этом диапазоне. Как будет понятно спе­
циалистам в данной области, отношение частиц к клеткам может зависеть от размера частица относи­
тельно клетки-мишени. Например, гранулы небольшого размера могут связывать несколько клеток, то­
гда как большие гранулы могут связывать много. В определенных вариантах осуществления для стиму­
ляции Т-клеток также можно использовать отношение клеток к частицам в диапазоне от 1:100 до 100:1 и 
любое целочисленное значение в этом диапазоне, и в дополнительных вариантах осуществления отно­
шение составляет от 1:9 до 9:1 и любое целочисленное значение в этом диапазоне. Отношение частиц, 
связанных с антителом против СП3 и антителом против СЭ28, к Т-клеткам, которое приводит к стиму­
ляции Т-клеток, может изменяться, как указано выше, однако определенные предпочтительные значения 
включают 1:100, 1:50, 1:40, 1:30, 1:20, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 
8:1, 9:1, 10:1 и 15:1, где одно из предпочтительных отношений составляет по меньшей мере 1:1 частиц на 
Т-клетку. В одном из вариантов осуществления используют отношение частиц к клеткам 1:1 или менее. 
В одном конкретном варианте осуществления предпочтительное отношение частицы:клетки составляет 
1:5. В дополнительных вариантах осуществления отношение частиц к клеткам можно изменять в зависи­
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мости от суток стимуляции. Например, в одном из вариантов осуществления отношение частиц к клет­
кам составляет от 1:1 до 10:1 на первые сутки и к клеткам добавляют дополнительные частицы каждые 
сутки или через сутки в дальнейшем в течение периода до 10 суток, при конечных отношениях от 1:1 до 
1:10 (в зависимости от количества клеток на сутки добавления). В одном конкретном варианте осущест­
вления отношение частиц к клеткам составляет 1:1 на первые сутки стимуляции, и его доводят до 1:5 на 
третьи и пятые сутки стимуляции. В другом варианте осуществления частицы добавляют ежесуточно 
или через сутки до конечного отношения 1:1 на первые сутки, и 1:5 на третьи и пятые сутки стимуляции. 
В другом варианте осуществления отношение частиц к клеткам составляет 2:1 на первые сутки стимуля­
ции, и его доводят до 1:10 на третьи и пятые сутки стимуляции. В другом варианте осуществления час­
тицы добавляют ежесуточно или через сутки до конечного отношения 1:1 на первые сутки и 1:10 на тре­
тьи и пятые сутки стимуляции. Специалисту в данной области понятно, что различные другие отношения 
могут являться пригодными для использования в настоящем изобретении. В частности, отношения изме­
няются в зависимости от размера частиц и размера и типа клеток.

В дополнительных вариантах осуществления настоящего изобретения клетки, такие как Т-клетки, 
объединяют с покрытыми средством гранулами, затем гранулы и клетки разделяют, а затем культивиру­
ют клетки. В альтернативном варианте осуществления перед культивированием покрытые средством 
гранулы и клетки не разделяют, а культивируют совместно. В дополнительном варианте осуществления 
гранулы и клетки сначала концентрируют путем приложения силы, такой как сила магнитного поля, что 
приводит к увеличенному лигированию маркеров клеточной поверхности, таким образом, индуцируя 
стимуляцию клеток.

В качестве примера, белки клеточной поверхности можно соединять с лигандами, обеспечивая воз­
можность контактирования парамагнитных гранул, к которым присоединены антитело против СЭ3 и 
антитело против СЭ28 (3x28 гранул), с Т-клетками. В одном из вариантов осуществления объединяют 
клетки (например, от 104 до 109 Т-клеток) и гранулы (например, ΌΥΝΛΒΕΛΌδ® М-450 СЭ3/СЭ28 Т па­
рамагнитные гранулы в отношении 1:1) в буфере, предпочтительно ΡΒδ (без двухвалентных катионов, 
таких как кальций и магний). Кроме того, специалистам в данной области будет понятно, что можно ис­
пользовать любую концентрацию клеток. Например, клетка-мишень может являться очень немногочис­
ленной в образце и составлять только 0,01% образца, или весь образец (т.е. 100%) может состоять из 
представляющей интерес клетки-мишени. Таким образом, в контекст настоящего изобретения входит 
любое количество клеток. В определенных вариантах осуществления желательным может являться зна­
чительное уменьшение объема, в котором частицы и клетки смешивают друг с другом (т.е. повышение 
концентрации клеток) для обеспечения максимального контактирования клеток и частиц. Например, в 
одном из вариантов осуществления используют концентрацию приблизительно 2 миллиарда клеток/мл. 
В другом варианте осуществления используют более 100 миллионов клеток/мл. В дополнительном вари­
анте осуществления используют концентрацию клеток 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50 миллионов 
клеток/мл. В еще одном варианте осуществления используют концентрацию клеток 75, 80, 85, 90, 95 или 
100 миллионов клеток/мл. В дополнительных вариантах осуществления можно использовать концентра­
ции 125 или 150 миллионов клеток/мл. Использование высоких концентраций может приводить к увели­
ченному выходу клеток, активации клеток и экспансии клеток. Кроме того, использование высоких кон­
центраций клеток обеспечивает более эффективный захват клеток, которые могут слабо экспрессировать 
представляющие интерес антигены-мишени, такие как СО28-негативные Т-клетки. Такие популяции 
клеток могут иметь терапевтическое значение, и в определенных вариантах осуществления может яв­
ляться желательным их получение. Например, использование высокой концентрации клеток обеспечива­
ет более эффективный отбор СЭ8+ Т-клеток, которые в норме слабо экспрессируют СЭ28.

В одном из вариантов осуществления настоящего изобретения смесь можно культивировать в тече­
ние от нескольких часов (приблизительно 3 ч) приблизительно до 14 суток или любого целочисленного 
значения часов в этом диапазоне. В другом варианте осуществления смесь можно культивировать в те­
чение 21 суток. В одном из вариантов осуществления изобретения гранулы и Т-клетки совместно куль­
тивируют в течение приблизительно восьми суток. В другом варианте осуществления гранулы и Т- 
клетки совместно культивируют в течение 2-3 суток. Также желательными могут являться несколько 
циклов стимуляции, таким образом, что время культивирования Т-клеток может составлять 60 суток или 
более. Условия, подходящие для культивирования Т-клеток, включают соответствующие среды (напри­
мер, минимальные поддерживающие среды или среды ΚΡΜΙ 1640, или Χ-νίνο 15, (Εοηζα)), которые мо­
гут содержать факторы, необходимые для пролиферации и жизнеспособности, включая сыворотку (на­
пример, эмбриональную бычью сыворотку или сыворотку человека), интерлейкин-2 (1Ь-2), инсулин, 
ΙΡΝ-γ, 1Ь-4, 1Ь-7, СМ-С8Р, 1Ь-10, 1Ь-12, 1Ь-15, ТСРв и ΤΝΡ-α или любые другие добавки для роста кле­
ток, известные специалисту в данной области. Другие добавки для роста клеток включают, но не ограни­
чиваются ими, поверхностно-активное вещество, плазманат и восстановители, такие как Ν- 
ацетилцистеин и 2-меркаптоэтанол. Среды могут включать ΡΡΜΙ 1640, ΑΙΜ-ν, ΌΜΕΜ, ΜΕΜ, α-ΜΕΜ, 
Ρ-12, Χ-νίνο 15 и Χ-νίνο 20, ΟρίίιηίζοΓ с добавлением аминокислот, пирувата натрия и витаминов, не 
содержащие сыворотку, или с добавлением соответствующего количества сыворотки (или плазмы) или
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определенного набора гормонов, и/или количества цитокина(ов), достаточного для роста и экспансии Т- 
клеток. Антибиотики, например, пенициллин и стрептомицин, вводят только в экспериментальные куль­
туры, не в культуры клеток, которые предназначены для инфузии индивидууму. Клетки-мишени под­
держивают в условиях, необходимых для поддержания роста, например, при соответствующей темпера­
туре (например, 37°С) и атмосфере (например, воздух плюс 5% СО2).

Т-клетки, которые подвергали стимуляции в течение различных периодов времени, могут обладать 
различными характеристиками. Например, характерные мононуклеарные клетки крови или продукты 
мононуклеарных клеток периферической крови после афереза содержат популяцию хелперных Т-клеток 
(Тн, СЭ4'). которая является больше, чем популяция цитотоксических или супрессорных Т-клеток (ТС, 
СЭ8'). Экспансия Т-клеток ех νίνο посредством стимуляции рецепторов СЭЗ и СЭ28 приводит к полу­
чению популяции Т-клеток, которая до приблизительно 8-9 суток состоит преимущественно из Тн- 
клеток, тогда как приблизительно через 8-9 суток популяция Т-клеток содержит возрастающую популя­
цию ТС-клеток. Таким образом, в зависимости от цели лечения предпочтительной может являться инфу­
зия индивидууму популяции Т-клеток, содержащей преимущественно Тн-клетки. Аналогично, если вы­
деляли антиген-специфичную субпопуляцию ТС-клеток, эффективной может являться экспансия этой 
субпопуляции до большего количества.

Кроме того, в дополнение к маркерам СЭ4 и СЭ8 во время экспансии клеток значительно изменя­
ются другие фенотипические маркеры, но в значительной степени воспроизводимо. Таким образом, та­
кая воспроизводимость обеспечивает возможность адаптации продукта активированных Т-клеток к кон­
кретным целям.

Терапевтическое применение
Настоящее изобретение относится к клетке (например, Т-клетке), трансдуцированной вектором (на­

пример, лентивирусным вектором (ЬУ)). Например, ЬУ кодирует САК, в котором объединяют антиген- 
распознающий домен конкретного антитела с внутриклеточным доменом СЭЗ-дзета, СЭ28, 4-1ВВ или 
любого их сочетания. Таким образом, в некоторых случаях трансдуцированная Т-клетка может вызывать 
САК-опосредованный Т-клеточный ответ.

Изобретение относится к использованию САК для перенаправления специфичности первичной Т- 
клетки на опухолевый антиген. Таким образом, настоящее изобретение также относится к способу сти­
муляции опосредованной Т-клетками иммунной реакции на популяцию клетки-мишени или ткань у мле­
копитающего, включающему этап введения млекопитающему Т-клетки, которая экспрессирует САК, где 
САК содержит связывающий фрагмент, который специфически взаимодействует с предопределенной 
мишенью, участком дзета-цепи, содержащим, например, внутриклеточный домен СОЗ-дзета человека и 
костимуляторную сигнальную область.

В одном из вариантов осуществления настоящее изобретение относится к типу клеточной терапии, 
где Т-клетки являются генетически модифицированными для экспрессии САК, и проводят инфузию Т- 
клеток с САК нуждающемуся в этом реципиенту. Клетка после инфузии способна уничтожать опухоле­
вые клетки у реципиента. В отличие от видов терапии антителами Т-клетки с САК способны реплициро­
вать ίη νίνο, что приводит к длительному поддержанию, которое может приводить к длительному подав­
лению опухоли.

В одном из вариантов осуществления Т-клетки с САК по изобретению можно подвергать устойчи­
вой экспансии Т-клеток ίη νίνο и их можно поддерживать в течение продолжительного периода времени. 
В другом варианте осуществления Т-клетки с САК по изобретению развиваются в специфичные Т- 
клетки памяти, которые можно повторно активировать для ингибирования или роста любой дополни­
тельной опухоли. Например, не ожидали, что клетки САКТ19 по изобретению можно подвергать устой­
чивой экспансии Т-клеток ίη νίνο, и они сохраняются на высоких уровнях в течение продолжительного 
периода времени в крови и костном мозге и образуют специфичные Т-клетки памяти. Без желания быть 
связанным какой-либо конкретной теорией, Т-клетки с САК могут дифференцироваться ίη νίνο в подоб­
ное центральной памяти состояние после контактирования с клетками-мишенями, экспрессирующими 
суррогатный антиген, и последующей их элиминацией.

Без желания быть связанным какой-либо конкретной теорией, противоопухолевый иммунный от­
вет, вызываемый САК-модифицированными Т-клетками, может представлять собой активный или пас­
сивный иммунный ответ. Кроме того, опосредуемый САК иммунный ответ может являться частью под­
хода адоптивной иммунотерапии, при которой САК-модифицированные Т-клетки индуцируют иммун­
ный ответ, специфичный для антигенсвязывающего фрагмента в САК. Например, клетки САКТ19 вызы­
вают иммунный ответ, специфичный против клеток, экспрессирующих СЭ19.

Несмотря на то, что в данных, описываемых в настоящем описании, конкретно описывают ленти- 
вирусный вектор, содержащий 5сРу против СЭ19, получаемый из моноклонального антитела РМС63 
мыши, шарнирного и трансмембранного домена ί'.Ό8α человека и сигнальных доменов 4-1ВВ и СЭЗ- 
дзета человека, изобретение следует интерпретировать как включающее любое число вариантов каждого 
из компонентов конструкции, как описано где-либо в настоящем описании. Другими словами, изобрете­
ние включает использование любого антигенсвязывающего фрагмента в САК для получения опосредо­
ванного САК Т-клеточного ответа, специфичного к антигенсвязывающему фрагменту. Например, в це­
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лях лечения злокачественной опухоли антигенсвязывающий фрагмент в САВ по изобретению может 
быть направлен на опухолевый антиген.

Злокачественные опухоли, которые можно лечить, включают опухоли, которые не являются васку­
ляризованными или по существу не васкуляризованными, а также васкуляризованные опухоли. Злокаче­
ственные опухоли могут включать несолидные опухоли (такие как гематологические опухоли, например, 
лейкозы и лимфомы) или могут включать солидные опухоли. Типы злокачественных опухолей, подле­
жащих лечению САВ по изобретению, включают, но не ограничиваются ими, карциному, бластому и 
саркому, и определенные лейкозы или лимфоидные злокачественные новообразования, доброкачествен­
ные и злокачественные опухоли и злокачественные новообразования, например, саркомы, карциномы и 
меланомы. Также включены опухоли/злокачественные опухоли взрослых и опухоли/злокачественные 
опухоли детей.

Гематологические злокачественные опухоли представляют собой злокачественные опухоли крови 
или костного мозга. Примеры гематологических (или гематогенных) злокачественных опухолей вклю­
чают лейкозы, включая острые лейкозы (такие как острый лимфоцитарный лейкоз, острый миелоцитар- 
ный лейкоз, острый миелогенный лейкоз и миелобластный, промиелоцитарный, миеломоноцитарный, 
моноцитарный и эритролейкоз), хронические лейкозы (такие как хронический миелоцитарный (грануло­
цитарный) лейкоз, хронический миелогенный лейкоз и хронический лимфоцитарный лейкоз), истинную 
полицитемию, лимфому, болезнь Ходжкина, неходжкинскую лимфому (медленно растущую и высокока­
чественные формы), множественную миелому, макроглобулинемию Вальденстрема, болезнь тяжелых 
цепей, миелодиспластический синдром, волосатоклеточный лейкоз и миелодисплазию.

Солидные опухоли представляют собой аномальные массы ткани, которые, как правило, не содер­
жат кисты или области жидкости. Солидные опухоли могут быть доброкачественными или злокачест­
венными. Различные типы солидных опухолей называют по типу образующих их клеток (такие ка сар­
комы, карциномы и лимфомы). Примеры солидных опухолей, таких как саркомы и карциномы, включа­
ют фибросаркому, миксосаркому, липосаркому, хондросаркому, остеосаркому и другие типы саркомы, 
синовиому, мезотелиому, опухоль Юинга, лейомиосаркому, рабдомиосаркому, карциному толстой киш­
ки, лимфоидное злокачественное новообразование, рак поджелудочной железы, рак молочной железы, 
рак легких, рак яичника, рак предстательной железы, печеночноклеточную карциному, плоскоклеточную 
карциному, базально-клеточную карциному, аденокарциному, карциному потовых желез, медуллярную 
карциному щитовидной железы, папиллярную карциному щитовидной железы, феохромоцитому, карци­
ному сальных желез, папиллярную карциному, папиллярные аденокарциномы, медуллярную карциному, 
бронхогенную карциному, почечноклеточную карциному, гепатому, карциному желчных протоков, хо­
риокарциному, опухоль Вильмса, рак шейки матки, опухоль яичка, семиному, карциному мочевого пу­
зыря, меланому и опухоли ЦНС (такие как глиома (такие как глиома ствола головного мозга и смешан­
ные глиомы), глиобластома (также известная как мультиформная глиобластома), астроцитома, лимфома 
ЦНС, герминома, медуллобластома, шваннома, краниофарингиома, эпендимома, пинеалома, гемангиоб­
ластома, неврома слухового нерва, олигодендроглиома, менингиомы, нейробластома, ретинобластома и 
метастазы в головном мозге).

В одном из вариантов осуществления участок антигенсвязывающего фрагмента САВ по изобрете­
нию конструируют для лечения конкретной злокачественной опухоли. Например, САВ, сконструирован­
ный для направленного воздействия на СЭ19, можно использовать для лечения злокачественных опухо­
лей и нарушений, включая, но не ограничиваясь ими, пре-В АЬЬ (применение в педиатрии), АЬЬ взрос­
лых, лимфомы мантийных клеток, диффузную крупноклеточную В-клеточную лимфому, спасительную 
терапию после аллогенной трансплантации костного мозга и т.п.

В другом варианте осуществления САВ можно конструировать для направленного воздействия на 
СО22 для лечения диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфомы.

В одном из вариантов осуществления злокачественные опухоли и нарушения, включая, но не огра­
ничиваясь ими, пре-В АЬЬ (применение в педиатрии), АЬЬ взрослых, лимфому мантийных клеток, диф­
фузную крупноклеточную В-клеточную лимфому, спасительную терапию после аллогенной трансплан­
тации костного мозга и т.п., можно лечить с использованием комбинации САВ, который направлен на 
СЭ19, СЭ20, СО22 и ВОВ1.

В одном из вариантов осуществления САВ можно конструировать для направленного воздействия 
на мезотелин для лечения мезотелиомы, рака поджелудочной железы, рака яичника и т.п.

В одном из вариантов осуществления САВ можно конструировать для направленного воздействия 
на СЭ33/1Ь3Ка для лечения острого миелогенного лейкоза и т.п.

В одном из вариантов осуществления САВ можно конструировать для направленного воздействия 
на с-Ме! для лечения тройного негативного рака молочной железы, немелкоклеточного рака легких и т.п.

В одном из вариантов осуществления САВ можно конструировать для направленного воздействия 
на Р8МА для лечения рака предстательной железы и т.п.

В одном из вариантов осуществления САВ можно конструировать для направленного воздействия 
на гликолипид Р77 для лечения рака предстательной железы и т.п.

В одном из вариантов осуществления САВ можно конструировать для направленного воздействия
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на ΕΟΡΚνΙΙΙ для лечения глиобластомы и т.п.
В одном из вариантов осуществления САК можно конструировать для направленного воздействия 

на ΟΌ-2 для лечения нейробластомы, меланомы и т.п.
В одном из вариантов осуществления САК можно конструировать для направленного воздействия 

на ΝΥ-Ε8Ο-1 ТСК для лечения миеломы, саркомы, меланомы и т.п.
В одном из вариантов осуществления САК можно конструировать для направленного воздействия 

на МАОЕ А3 ТСК для лечения миеломы, саркомы, меланомы и т.п.
Однако не следует интерпретировать, что изобретение ограничено только антигенами-мишенями и 

заболеваниями, описываемыми в настоящем описании. Наоборот, следует интерпретировать, что изобре­
тение включает любую антигенную мишень, которая ассоциирована с заболеванием, где САК можно 
использовать для лечения заболевания.

САК-модифицированные Т-клетки по изобретению также могут служить в качестве типа вакцины 
для иммунизации ех νίνο и/или терапии ίη νίνο у млекопитающего. Предпочтительно млекопитающее 
является человеком.

Касательно иммунизации ех νίνο, по меньшей мере один из следующих этапов происходит ίη νίΐτο 
до введения клетки млекопитающему: ί) экспансия клеток, ίί) введение нуклеиновой кислоты, кодирую­
щей САК, в клетки и/или ίίί) криоконсервация клеток.

Способы ех νίνο хорошо известны в данной области и более подробно описаны ниже. В кратком 
изложении, клетки выделяют у млекопитающего (предпочтительно человека) и генетически модифици­
руют (т.е. трансдуцируют или трансфицируют ίη νίΐτο) вектором, экспрессирующим САК, описываемый 
в настоящем описании. САК-модифицированную клетку можно вводить являющемуся млекопитающим 
реципиенту для получения благоприятного терапевтического эффекта. Реципиент, являющийся млекопи­
тающим, может представлять собой человека, и САК-модифицированная клетка может являться аутоло­
гичной для реципиента. Альтернативно, клетки могут являться аллогенными, изогенными или ксеноген­
ными для реципиента.

К клеткам по настоящему изобретению можно применять способ экспансии ех νίνο гематопоэтиче­
ских стволовых клеток и клеток-предшественников, описанный в патенте США № 5199942, включенном 
в настоящее описание посредством ссылки. Другие подходящие способы являются известными в данной 
области, таким образом, настоящее изобретение не ограничено каким-либо конкретным способом экс­
пансии клеток ех νίνο. В кратком изложении, культивирование и экспансия ех νίνο Т-клеток включает: 
(1) получение СЭ34+ гематопоэтических стволовых клеток и клеток-предшественников у млекопитаю­
щего из образца периферической крови или эксплантатов костного мозга и (2) экспансию таких клеток ех 
νίνο. В дополнение к факторам роста клеток, описанным в патенте США № 5199942, для культивирова­
ния и экспансии клеток можно использовать другие факторы, такие как П13-Ь 1Ь-1, 1Ь-3 и лиганд с-Κίί.

В дополнение к использованию вакцины на основе клеток для иммунизации ех νίνο настоящее изо­
бретение также относится к композициям и способам иммунизации ίη νίνο для вызывания у пациента 
иммунного ответа, направленного против антигена.

Как правило, активированные и подвергнуты экспансии клетки, как описано в настоящем описании, 
можно использовать для лечения и профилактики заболеваний, которые возникают у индивидуумов, ко­
торые являются иммунологически скомпрометированными. В частности, САК-модифицированные Т- 
клетки по изобретению используют для лечения СЬЬ. В определенных вариантах осуществления клетки 
по изобретению используют для лечения пациентов, подвергающихся риску развития СЬЬ. Таким обра­
зом, настоящее изобретение относится к способам лечения или профилактики СЬЬ, включающим введе­
ние нуждающемуся в этом индивидууму терапевтически эффективного количества САК-модифици- 
рованных Т-клеток по изобретению.

САК-модифицированные Т-клетки по настоящему изобретению можно вводить отдельно или в ви­
де фармацевтической композиции в сочетании с разбавителями и/или с другими компонентами, такими 
как ГЬ-2 или другие цитокины или популяции клеток. В кратком изложении, фармацевтические компози­
ции по настоящему изобретению могут содержать популяцию клеток-мишеней, как описано в настоящем 
описании, в комбинации с один или несколькими фармацевтически или физиологически приемлемыми 
носителями, разбавителями или эксципиентами. Такие композиции могут содержать буферы, такие как 
нейтральный забуференный физиологический раствор, фосфатно-солевой буфер и т.п.; углеводы, такие 
как глюкоза, манноза, сахароза или декстраны, маннит; белки; полипептиды или аминокислоты, такие 
как глицин; антиоксиданты; хелатирующие средства, такие как ЕЭТА или глутатион; адъюванты (на­
пример, гидроксид алюминия) и консерванты. Композиции по настоящему изобретению предпочтитель­
но формулируют для внутривенного введения.

Фармацевтические композиции по настоящему изобретению можно вводить способом, подходящим 
для заболевания, в отношении которого необходимо проводить лечение (или профилактику). Количество 
и частоту введения определяют в зависимости от таких факторов, как состояние пациента и тип и тя­
жесть заболевания пациента, хотя подходящие дозирования можно определять посредством клинических 
испытаний.

Если указывают "иммунологически эффективное количество", "противоопухолевое эффективное
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количество", "ингибирующее опухоль эффективное количество" или "терапевтическое количество", то 
точное количество композиций по настоящему изобретению, которое необходимо вводить, может опре­
делять врач с учетом индивидуальных различий в возрасте, массе, размере опухоли, степени инфекции 
или метастазирования и состояния пациента (индивидуума). Как правило, предусмотрено, что фармацев­
тическую композицию, содержащую Т-клетки, описываемые в настоящем описании, можно вводить в 
дозе от 104 до 109 клеток/кг массы тела, предпочтительно от 105 до 106 клеток/кг массы тела, включая все 
целочисленные значения, находящиеся в этом диапазоне. Композиции Т-клеток в этих дозах также мож­
но вводить много раз. Клетки можно вводить способами инфузии, которые являются общеизвестными в 
иммунотерапии (см., например, КокепЬегд с1 а1., №ν Епд. ί. οί МеД., 319:1676, 1988). Специалист в дан­
ной области медицины может легко определять оптимальную дозу и схему лечения для конкретного па­
циента путем наблюдения за признаками заболевания у пациента и, таким образом, корректировать ле­
чение.

В определенных вариантах осуществления желательным может являться введение активированных 
Т-клеток индивидууму, а затем повторный забор крови (или проведение афереза), активация Т-клеток по 
настоящему изобретению в ней и повторная инфузия пациенту этих активированных и подвергнутых 
экспансии Т-клеток. Этот способ можно проводить много раз в течение нескольких недель. В определен­
ных вариантах осуществления можно активировать Т-клетки из образцов крови от 10 см3 до 400 см3. В
определенных вариантах осуществления активируют Т-клетки из образцов крови 20 см3, 30 см3, 40 см3,

3 3 3 3 3 350 см , 60 см , 70 см , 80 см , 90 см или 100 см . Без желания быть связанными теорией, использование 
протокола многочисленных заборов крови/многочисленных повторных инфузий можно использовать для 
исключения определенных популяций Т-клеток.

Введение индивидууму композиций можно проводить любым подходящим способом, включая ин­
галяцию аэрозоля, инъекцию, пероральное введение, переливание, имплантацию или трансплантацию. 
Описываемые в настоящем описании композиции можно вводить пациенту подкожно, внутрикожно, 
внутриопухолево, внутрь узла, интрамедуллярно, внутримышечно, посредством внутривенной (в/в) инъ­
екции или интраперитонеально. В одном из вариантов осуществления композиции Т-клеток по настоя­
щему изобретению вводят пациенту посредством внутрикожной или подкожной инъекции. В другом 
варианте осуществления композиции

Т-клеток по настоящему изобретению предпочтительно вводят посредством в/в или и/п инъекции. 
Композиции Т-клеток можно инъецировать непосредственно в опухоль, лимфоузел или очаг инфекции.

В определенных вариантах настоящего изобретения клетки, которые активировали и экспандирова- 
ли способами, описываемыми в настоящем описании, или другими известными в данной области спосо­
бами, где Т-клетки экспандируют до терапевтических уровней, вводят пациенту в сочетании (например, 
до, одновременно или после) с любым числом подходящих способов лечения, включая, но не ограничи­
ваясь ими, лечение средствами, такими как противовирусная терапия, лечение цидофовиром и интерлей­
кином-2, цитарабином (также известным как АКА.-С) или натализумабом для пациентов с МЗ или лече­
ние эфализумабом для пациентов с псориазом или другие виды лечения для пациентов с РМЬ. В допол­
нительных вариантах осуществления Т-клетки по изобретению можно использовать в сочетании с хи­
миотерапией, облучением, иммуносупрессирующими средствами, такими как циклоспорин, азатиоприн, 
метотрексат, микофенолат и ΡΚ506, антителами или другими иммунодеструктивными средствами, таки­
ми как САМРАТН, антитела против СЭ3, или другими видами терапии, предусматривающей введение 
антител, цитоксином, флударибином, циклоспорином, ΡΚ506, рапамицином, микофеноловой кислотой, 
стероидами, РК901228, цитокинами и облучением. Эти лекарственные средства ингибируют кальций- 
зависимую фосфатазу кальциневрин (циклоспорин и ΡΚ506) или ингибируют киназу р70З6, которая яв­
ляется важной для индуцируемой фактором роста передачи сигналов (рапамицин) (Пи еί а1., Се11, 66:807- 
815, 1991; НепДегкоп еί а1., 1ттип., 73:316-321, 1991; Ыегег еί а1., Сигг. Ορίη. 1ттип., 5:763-773, 1993). В 
дополнительном варианте осуществления композиции клеток по настоящему изобретению вводят паци­
енту в сочетании (например, до, одновременно или после) с трансплантацией костного мозга, терапией, 
подавляющей Т-клетки, с использованием химиотерапевтических средств, таких как флударабин, на­
ружной дистанционной лучевой терапии (ХКТ), циклофосфамида или антител, таких как ОКТ3 или 
САМРАТН. В другом варианте осуществления композиции клеток по настоящему изобретению вводят 
после терапии, подавляющей В-клетки, такой как средства, которые взаимодействуют с СЭ20, например, 
ритуксан. Например, в одном из вариантов осуществления индивидуумы могут получать стандартное 
лечение химиотерапией с высокими дозами с последующей трансплантацией стволовых клеток перифе­
рической крови. В определенных вариантах осуществления после трансплантации индивидуумам прово­
дят инфузию экспандированных иммунных клеток по настоящему изобретению. В дополнительном ва­
рианте осуществления экспандированные клетки вводят до хирургической операции или после нее.

Дозирование указанных выше терапевтических средств, которые необходимо вводить пациенту, 
изменяется в зависимости от точной природы подлежащего лечению состояния и реципиента лечения. 
Изменение доз для введения человеку можно проводить в соответствии с общепринятой в данной облас­
ти практикой. Доза САМРАТН, например, как правило, находится в диапазоне от 1 приблизительно до 
100 мг для взрослого пациента, как правило, ее вводят ежесуточно в течение периода от 1 до 30 суток.
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Предпочтительная суточная доза составляет от 1 до 10 мг в сутки, хотя в некоторых случаях можно ис­
пользовать большие дозы до 40 мг в сутки (описанные в патенте США № 6120766).

Экспериментальные примеры
Изобретение дополнительно подробно описано со ссылкой на следующие ниже экспериментальные 

примеры. Эти примеры предоставлены только в целях иллюстрации, и их не следует интерпретировать 
как ограничивающие, если не указано иное. Таким образом, изобретение ни в коем случае не следует 
интерпретировать как ограниченное следующими ниже примерами, а наоборот, следует интерпретиро­
вать, что оно включает любые и все изменения, которые станут очевидны из указаний, предоставленных 
в настоящем описании.

Без дополнительного описания, полагают, что с использованием предшествующего описания и сле­
дующих ниже иллюстративных примеров специалист в данной области может получать и использовать 
соединения по настоящему изобретению и осуществлять на практике заявленные способы. Таким обра­
зом, следующие ниже демонстрационные примеры конкретно указывают предпочтительные варианты 
осуществления настоящего изобретения, и их не следует интерпретировать как ограничивающие каким- 
либо образом остальную часть описания.

Пример. Анализ загрязнений
Для детекции и количественного определения возможных загрязнений, вводимых в ходе способа 

трансдукции, анализируют лимфоциты, трансдуцированные для экспрессии химерных антигенных ре­
цепторов (САК), предназначенные для введения индивидууму, являющемуся человеком.

Общий лабораторный отчет
Обработку исследуемого образца, замораживание и лабораторные анализы проводили в соответст­

вии с принципами ОооЬ МапиЛаскшгпд Ргасйсек или ОооЬ ЬаЬогакогу Ргасйсек, установленными §ОР, 
и/или протоколами получения, обработки, замораживания и анализа образца.

Получение вектора
Трансген СЭ19-ΒΒ-Ζ (СеМСК1§ 0607-793) разрабатывали и конструировали, как описано (Мйопе ек 

а1., 2009, Мо1 ТЬег., 17:1453-1464). Лентивирусный вектор получали в соответствии с текущими реко­
мендациями СооЬ тапиЛаскшгпд ргасйсек с использованием трехплазмидного подхода получения в Ьепй- 
деп СогрогаЬоп, как описано ^иЛЛегеу ек а1., 1997, №Лиге Вюкесйпо1., 15:871-875). Конструировали само­
инактивирующийся лентивирусный вектор (ОеМСКЬЗ 0607-793), который подвергали доклиническому 
тестированию безопасности, как опубликовано ранее (Мйопе ек а1., 2009, Мо1. ТЬег., 17: 1453-64). Спосо­
бы получения Т-клеток также были описаны ранее (Ройег ек а1, 2006, В1оой, 107:1325-31).

Получение Т-клеток САКТ-19
Аутологичные Т-клетки конструируют так, чтобы они экспрессировали внеклеточное одноцепочеч­

ное антитело (ксРу) со специфичностью к СЭ19. Внеклеточный ксРу может перенаправлять специфич­
ность трансдуцированных Т-клеток на клетки, которые экспрессируют СЭ19, молекулу, которая ограни­
ченно экспрессируется на поверхности злокачественных клеток и на нормальных В-клетках. В дополне­
ние к СЭ19 ксРу клетки трансдуцируют для экспрессии внутриклеточной сигнальной молекулы, содер­
жащей цепь ТСК или тандемный сигнальный домен, состоящий из сигнальных модулей 4-1ВВ и ТСК^. 
ксРу получают из моноклонального антитела мыши, и, таким образом, оно содержит последовательности 
мыши, и сигнальные домены представляют собой полностью нативные последовательности человека. Т- 
клетки САКТ-19 получают путем выделением Т-клеток аферезом и с использованием технологии ленти- 
вирусного вектора (Эгорийс ек а1., 2006, Нитап Оепе ТЬегару, 17: 577-88; Nа1ά^η^ ек а1., 1996, §аепсе, 272: 
263-7; Эи11 ек а1., 1998, I. Уйо1., 72: 8463-71) для введения ксРу:ТС^:4-1ВВ в СЭ4- и СЭ8-Т-клетки. У 
некоторых пациентов в часть клеток вводят контроль ксРу:ТСК2: для эксперимента конкурентной репо­
пуляции. Эти рецепторы являются "универсальными" в том, что они связывают антиген МНС- 
независимым образом, таким образом, одну конструкцию рецептора можно использовать для лечения 
популяции пациентов с опухолями, позитивными по антигену СЭ19.

Конструкции САК разрабатывали в Университете Пенсильвании, и получали вектор для клиниче­
ского применения от ЬепЬдеп СогрогаЬоп. Клетки САКТ-19 получают в клинической лаборатории полу­
чения клеток и вакцин Университета Пенсильвании способом, представленным на фиг. 2. В конце куль­
тивирования клеток клетки криоконсервировали в инфузионной среде для криоконсервирования.

Жизнеспособность Т-клеток
Жизнеспособность Т-клеток после трансдукции определяли с использованием анализа с освобож­

дением трипанового синего (с использованием 0,4% красителя трипанового синего (ОЛсо ВКЬ каталож­
ный номер 15250-061 плюс среда или разбавитель и гемоцитометра ВпдЬк-Ьше (Наиккег §с1епкЛю Сот­
рапу)) или 7-ААЭ для определения процента жизнеспособных клеток (с использованием ВЭ У1аРгоЬе 
(каталожный номер 555815, ВЭ Вюкаепсек РЬагтшдеп) и проточного цитометра.

Характерный признак Т-клеток
Процент трансдуцированных клеток, экспрессирующих или не экспрессирующих конкретные мар­

керы Т-клеток, описанные где-либо в настоящем описании, определяли с использованием окрашивания 
клеток и проточной цитометрии.
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Эффективность трансдукции
Эффективность трансдукции Т-клеток определяли с использованием проточной цитометрии, коли­

чественной ПЦР или проточной цитометрии и количественной ПЦР.
Содержание и количество эндотоксина
Содержание эндотоксина в культурах трансдуцированных Т-клеток оценивали с использованием 

теста гель-тромб.
3.1.1 Ридер ЕпйокаГе РТ8-Кшейс, СЬаг1ек Ргуег БаЬогаЮпек
3.1.2 Регистрирующее программное обеспечение РТ8
3.1.3 Одноразовый картридж для ингибирования/усиления, СЬаг1ек Ргуег/кат. № РТ8220
3.1.4 Одноразовый картридж БАБ, тестовые картриджи (0,01-1,0/мл) и С из А для каждой серии, 

СЬаг1ек Кгуег/кат. № РТ82001Р
3.1.5 Одноразовый картридж БАБ, тестовые картриджи (0,005-0,5 ед. энд./мл) и С из А для каждой 

партии, Сйайек Ргуег/кат. № РТ820005Р
Хромогенные анализы конечных точек - регистрация на спектрофотометре
3.1.6 Блокирующий реагент: 20% мас./об. ледяной уксусной кислоты, каталожный № ВР2401-212, 

ЕйНег 8с1епййс, РййЬигдй, РА, Те1: 1-800-766-7000
3.1.7 Набор Ыти1и8 АтеЬосу1е Ьу8а1е Тек!, кат. № 50-648И (300 тестов) или 50-647И (120 тестов), 

СатЬгех, 8830 Вщдк Рогй Роай, Уа1кег8м11е, ΜΌ 21793, Те1: 800-654-4452, ех!. 7822, Рах: 301-845-2924
3.1.7.1 Эндотоксин Е. сой
3.1.7.2 Хромогенный субстрат
3.1.7.3 Хромогенный лизат амебоцитов мечехвоста (ЬАЬ)
3.1.7.4 Реагент вода для ЬАЬ (набор только на 120 тестов)
3.1.8 Реагент вода для ЬАЬ, каталожный № У50-640, СатЬгех, 8830 В1ддк Рогй Роай, ХУаУегкуШе, 

ΜΌ 21793, Тс1: 800-654-4452, Рах: 301-845-2924
Хромогенный анализ кинетики - регистрация на спектрофотометре
3.1.9 Блокирующий реагент: 20% мас./об. ледяной уксусной кислоты, каталожный № ВР2401-212, 

РйНег 8с1епййс
3.1.10 Набор ЫтШик АтеЬосу!е Ьу8а1е (ЬАЬ) Ктейс-ЦСБ ЕпйоЮхт Аккау, кат. № 50-650И (192 те­

ста), Боп/а/СатЬгех
3.1.10.1 Эндотоксин Е. сой
3.1.10.2 Реагент Ктейс-ЦСБ (смесь ЬАЬ/хромогенный субстрат)
Реагент вода для ЬАЬ Тест гель-тромб
4.1.1 Мультитест лизат амебоцитов мечехвоста, ΡΥΚΌΟΕΝΓ® Р1ик 200 тестов, чувствительность 

0,125 Ед. энд., каталожный № N294-125, Боп/а
4.1.1.1 лизат амебоцитов мечехвоста (ЬАЬ) чувствительность 0,125 Ед. энд.
4.1.1.1.1 4x50 тестовые флаконы (5,2 мл/флакон)
4.1.1.2 Эндотоксин Е. сой 055:В5, 10 нг/флакон, лиофилизированный, эндотоксин контрольный 

стандарт (С8Е)
4.1.1.2.1 Примечание: активность С8Е в Ед. энд./мл указана на сертификате анализа. СОА больше 

не предоставляют с набором.
4.1.1.2.2 Для доступа к сертификату анализа необходимо перейти по 

Ьйр://№^№.1ои7аЬ1о.сот/2506.й1т1, ввести каталожный номер и номер партии, указанные на этикетке 
продукта на передней стороне коробки набора.

4.1.2 Реагент ЬАЬ, чувствительность лизата 0,125 Ед. энд./мл (СЬаг1ек Кйег ЬаЬога1ог1е8, каталож­
ный №Р11012)

4.1.2.1 Упаковка 12
4.1.3 Эндотоксин контрольного стандарта 10 нг/флакон (СЬаг1ек Кйег ЬаЬога1ог1е8, каталожный № 

Е120)
4.1.3.1 Упаковка 6
4.1.4 Реагент вода для ЬАЬ (БКУ), 30 мл/флакон, каталожный № У130, СЬаг1ек Кйег ЬаЬога1ог1е8
Содержание и количество микоплазмы
Содержание микоплазмы в культурах трансдуцированных Т-клеток оценивали с использованием 

анализа МусоА1ей.
3.1.11 Набор МусоА1ей Мусор1акта Пе!есйоп (Боп/а, каталожный № БТ07-318), 100 тестов
3.1.12 Набор МусоА1ей Аккау Соп!го1 (Боп/а, каталожный № БТ07-518)
3.1.13 96-луночные непрозрачные микропланшеты с белым дном (Согтпд 1псогрога1ей каталожный 

№ 3912), Согтпд 1псогрога!ей БаГе 8с1епсек 45 Шдод Рагк, Ас!оп МА 01720, Те1: 1-978-635-2200, Рах: 1­
978-635-2476

Регистрация на люминометре.
Набор ЕБ18А МусоРгоЬе Мусор1акта: 1Шр://\у\у\у.гпй5у51ет5.сот/рйГ/СиБ001В.рйГ
Содержание и количество компонента репликации лентивируса (РСБ)
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Содержание КСЬ в культурах трансдуцированных Т-клеток оценивали с использованием анализа 
ПЦР, оценивающего У8У-С и ВИЧ-дад, и ЕЬ18А для р24.

Содержание и количество р24
Содержание р24 в культурах трансдуцированных Т-клеток оценивали с использованием анализа 

ЕЬ18А.
5.1.1 Набор Регк1пЕ1тег Н1У-1 р24 ЕЬ18А
Каталожный номер ЫЕК050 (1х96-луночный планшет),
ЯЕК050А (2х96-луночные планшеты),
ΝΡΚ050Β (5 х 96-луночный планшет)
РегкшЕ1тег, 1пс, 940 \УиИег 81гее1. ^аНЬат,
Ма88ас1ш8е118 02451, Те1: 800-762-4000
Содержание и количество нуклеиновой кислоты У8У-С
Содержание нуклеиновой кислоты У8У-С в культурах трансдуцированных Т-клеток оценивали с 

использованием анализа количественной ПЦР с использованием комбинации праймер/зонд, которая спе­
цифически амплифицирует и обеспечивает детекцию последовательностей У8У-С в стандартных усло­
виях амплификации АВ1. Разрабатывали соответствующий требованиям анализ ЦРСК для количествен­
ного определения ДНК У8У-С с использованием указанных выше праймеров. В соответствующем тре­
бованиям анализе используют стандартную кривую, получаемую из геномной ДНК, выделяемой из 
РВМС, с известным количеством рС1-У8У-С плазмиды, который содержит последовательность гена 
У8У-С; стандартная кривая находится в диапазоне 1x106-10 копий У8У-С/100 нг РВМС. Для каждого 
конечного продукта оценивают содержание остаточной ДНК У8У-С в реакциях в трех повторениях с 
использованием приблизительно 200 нг геномной ДНК, выделяемой из продукта. Количество остаточной 
плазмиды У8У-С определяют из стандартных кривых и описывают в виде копий плазмиды У8У- 
С/микрограмм геномной ДНК после коррекции и нормализации количества вводимой ДНК. Содержание 
нуклеиновой кислоты, загрязняющей плазмиду, для каждой из дополнительных пакующих плазмид 
(Ь18Т), таким образом, можно определять с использованием комбинаций праймер/зонд, специфических 
для каждой плазмиды, используемой на этапе упаковки (У8УС, Сад ро1, Р24, рК8У.геу).

Содержание и количество бактерий
Содержание бактерий в культурах трансдуцированных Т-клеток оценивали, пытаясь культивиро­

вать бактерии с использованием вещества из культур трансдуцированных Т-клеток. Для тестирования 
бактериального загрязнения используют анализ ВАСТЕС. Флаконы для культивирования ВАСТЕС под­
держивают рост широко распространенных аэробных микроорганизмов, и их инокулируют стерильным 
шприцом, содержащим 1-3 мл среды для культивирования. Детекцию роста проводят с использованием 
устройства ВАСТЕС 9050, которым измеряют повышение концентрации СО2 в течение определенного 
периода времени. Этот анализ проводят в СУРЕ в соответствии с 8ОР 0361, который предоставлен в дру­
гом месте в настоящем описании. Чувствительность этого теста в лаборатории СУРЕ не подтверждали, 
но опубликованные исследования указывают на то, что ВАСТЕС является более чувствительным, более 
быстрым в отношении времени детектирования, менее подверженным ложноположительным результа­
там по сравнению со способом СЕК (КЬии е1 а1., 2004 и 2006).

Содержание и количество грибов
Содержание грибов в культурах трансдуцированных Т-клеток оценивали, пытаясь культивировать 

бактерии с использованием вещества из культур трансдуцированных Т-клеток. Тестирование на загряз­
нение грибами проводят в лабораториях клинической микробиологии НИР с использованием агара с 
сердечно-мозговым экстрактом Сабуро на основе состава Согтап, 1967. Среду оптимизируют для улуч­
шенного выделения грибов, а также она содержит различные противомикробные средства для препятст­
вия роста бактерий, которые могут конкурировать за рост с грибами. Среду для культивирования иноку- 
лируют посредством штриховой разводки. За посевами наблюдают в течение 14 суток для определения 
отрицательных результатов. В лаборатории клинической микробиологии не определяли чувствитель­
ность этого анализа. Положительные контроли для этого анализа включают три гриба: В1а81отусе8 йег- 
таййй18, СаиФйа а1Ысап8 и ТпсНорНуЮп теп1адгорНу1е8. которые должны расти, что указывает на при­
годную для жизнедеятельности среду. Для мониторинга активности противомикробных средств кон­
трольные чашки инокулируют Е8сНепс1иа сой и должны наблюдать от частичного до полного ингибиро­
вания.

Хранение
Мешки (емкостью от 10 до 100 мл), содержащие трансдуцированные Т-клетки САКТ-19, хранят в 

условиях банка крови в морозильнике при -135°С под наблюдением. Инфузионные мешки хранят в мо­
розильнике до тех пор, пока они не потребуются.

Размораживание клеток
После регистрации клеток в исследовательской аптеке, замороженные клетки транспортировали в 

сухом льду к индивидууму в стационар. Клетки размораживают у постели пациента - один мешок за 
один раз с использованием водяной бани, поддерживаемой при 36-38°С. Мешок аккуратно разминают до
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тех пор, пока клетки точно разморозятся. В контейнере не должно оставаться замороженных агрегатов.
Введение/инфузия
Инфузии начинают через 1-2 суток после завершения химиотерапии. На сутки первых инфузий па­

циентам СВС (проводят общий анализ крови) с подсчетом лейкоцитарной формулы и оценку количества 
ί'.Ό3, СЭ4 и СЭ8, т.к. химиотерапию проводили частично для индукции лимфоцитопении. Без желания 
быть связанным какой-либо конкретной теорией, полагают, что начальная в/в доза 2,5-5χ109 клеток 
САКТ-19 является оптимальной для этого протокола. Вследствие того, что у здорового взрослого чело­
века содержится приблизительно 1 χ 1012 Т-клеток, предлагаемая суммарная доза Т-клеток является экви­
валентной приблизительно 0,5% общей массы тела (Коебегег, 1995, Ν;·ιΙ. Меб., 1: 621-7; Маса11ап е1 а1., 
2003, Еиг. 1. 1ттипо1., 33: 2316-26). Первую дозу вводят с использованием дробных доз на сутки 0 (10%), 
1 (30%) и 2 (60%). Индивидуумам проводят инфузию в отдельной комнате. Клетки размораживают у по­
стели пациента, как описано в настоящем описании. Размороженные клетки вводят при скорости инфу­
зии так быстро, как это переносит пациент, таким образом, что продолжительность инфузии составляет 
приблизительно 10-15 мин. Трансдуцированные Т-клетки вводят быстрой внутривенной инфузией при 
скорости потока приблизительно от 10 до 20 мл в минуту через систему для переливания крови калибра 
18 без латекса Υ-типа с 3-ходовым краном. Продолжительность инфузии составляет приблизительно 15 
мин. Один или два мешка модифицированных клеток САКТ-19 доставляют на льду и вводят клетки ин­
дивидууму холодными. У индивидуумов, получающих смеси клеток САКТ-19, для облегчения переме­
шивания клетки вводят одновременно с использованием Υ-образного адаптера.

Индивидуумам проводят инфузию и премедикацию, как описано где-либо в настоящем описании. 
Оценивают основные показатели жизнедеятельности индивидуумов и проводят пульсовую оксиметрию 
перед дозированием, в конце инфузии и каждые 15 мин в дальнейшем в течение 1 ч, и до тех пор, пока 
они не станут стабильными и удовлетворительными. Образец крови для определения фонового уровня 
САКТ-19 получают перед инфузией и через 20 мин после инфузии. Пациентам, у которых наблюдали 
токсичность при предшествующей цитостатической химиотерапии, задерживали проведение инфузии до 
разрешения этих токсических явлений. Конкретные токсические явления, требующие задержки инфузии 
Т-клеток, включают: 1) легочные: потребность в дополнительном кислороде для сохранения насыщенно­
сти более 95% или наличие аномалий по данным рентгенографического исследования грудной клетки, 
которые прогрессируют; 2) сердечные: возникшая аритмия сердца, не контролируемая с использованием 
лекарственных средств. 3) Гипотензия, требующая введения лекарственных средств, повышающих кро­
вяное давление. 4) Активная инфекция: положительные посевы крови на бактерии, грибы или вирус в 
течение 48 ч после инфузии Т-клеток. Образец сыворотки на калий и мочевую кислоту забирают перед 
первой инфузией, а также через два часа после каждой последующей инфузии.

Описания каждого и любого патента, патентной заявки и публикации, цитируемых в настоящем 
описании, таким образом, полностью включены в настоящее описание посредством ссылки. Несмотря на 
то, что настоящее изобретение было описано со ссылкой на конкретные варианты осуществления, оче­
видно, что другие специалисты в данной области могут разрабатывать другие варианты осуществления и 
варианты настоящего изобретения, не выходя за рамки сущности и объема изобретения. Прилагаемая 
формула изобретения предназначена включать все такие варианты осуществления и эквивалентные ва­
рианты.

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ

1. Способ ш уйго анализа культуры генетически модифицированных Т-клеток для детекции по 
меньшей мере одного загрязнения, где указанное по меньшей мере одно загрязнение выбрано из группы, 
состоящей из компонента репликации лентивируса (КСЬ), р24, вируса везикулярного стоматита-0 (У8У- 
О), вируса иммунодефицита человека (ВИЧ)-дад;

где указанный способ включает выполнение анализа ПЦР с оценкой У8У-0 и ВИЧ-дад и ЕЬ18А для 
р24 для обнаружения компонента репликации лентивируса (КСЬ);

выполнение ЕЬ18А для обнаружения р24; или
проведения количественной ПЦР для обнаружения нуклеиновой кислоты У8У-О;
где генетически модифицированная Т-клетка содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую химер­

ный антигенный рецептор (САК), где САК содержит антигенсвязывающий домен, трансмембранный 
домен, костимуляторную сигнальную область и сигнальный домен.

2. Способ по п.1, где Т-клетка генетически модифицирована трансдукцией лентивирусным векто­
ром.

3. Способ по п.1, где загрязнение дополнительно может представлять собой по меньшей мере одно 
загрязнение, выбранное из группы, состоящей из эндотоксина, где указанный эндотоксин детектируется 
проведением теста гель-тромб, микоплазмы, где указанная микоплазма детектируется проведением ана­
лиза тусоа1ег1, остаточных гранул, покрытых антителами против СЭ3/СЭ28, антител мыши, смешанной 
сыворотки человека, бычьего сывороточного альбумина, сыворотки крупного рогатого скота, компонен­
тов среды для культивирования, компонентов упаковывающих вектор клеток или плазмид, бактерий, где
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указанные бактерии детектируются проведением анализа ВАСТЕС, и грибов, где указанные грибы де­
тектируются путем проведения культивирования.

4. Способ по п.З, где бактерия представляет собой, по меньшей мере, бактерию, выбранную из 
группы, состоящей из А1саНдепез ГаесаНз, ЕзсйепсЫа соН, НаеторйПиз тйиеп/а, №1ззепа тептдЫЫз, 
РзеиПотопаз аегидтоза, 81арйу1ососсиз аигеиз, 81гер1ососсиз рпеитота и 81гер1ососсиз руодепез группы 
А, и где грибом является СапПЫа А1Ысапз.

5. Способ по п.1, где сигнальный домен представляет собой сигнальный домен СБЗ-дзета.
6. Способ по п.1, где антигенсвязывающий домен представляет собой антитело или его антигенсвя­

зывающий фрагмент.
7. Способ по п.6, где антигенсвязывающий фрагмент представляет собой антигенсвязывающий 

фрагмент (ЕаЬ) или одноцепочечный вариабельный фрагмент (зсЕу).
8. Способ по п.1, где антигенсвязывающий домен связывается с опухолевым антигеном.
9. Способ по п.8, где опухолевый антиген ассоциирован с гематологическим злокачественным но­

вообразованием.
10. Способ по п.8, где опухолевый антиген ассоциирован с солидной опухолью.
11. Способ по п.8, где опухолевый антиген выбран из группы, состоящей из СБ19, СБ20, СБ22, си­

ротского рецептора тирозинкиназы 1 (КОК1), мезотелина, СБЗЗ/альфа рецептора интерлейкина-З 
(1БЗКа), с-Ме1, простатического специфического мембранного антигена (Р8МА), гликолипида Е77, вари­
анта III рецептора эпидермального фактора роста (ЕОЕКуШ), ΟΌ-2, ΝΥ-Ε8Ο-1 Т-клеточный рецептор 
(ТСК), антигена меланомы семейства АЗ (МАОЕ АЗ) ТСК и любого их сочетания.

12. Способ по п.1, где костимуляторная сигнальная область содержит внутриклеточный домен кос- 
тимуляторной молекулы, выбранной из группы, состоящей из СБ27, СБ28, 4-1ВВ, ОХ40, СБЗ0, СБ40, 
белка запрограммированной смерти клетки 1 (ΡΌ-1), индуцируемого Т-клетками костимулятора (1СО8), 
функционально-ассоциированного антигена лимфоцита 1 (БЕА-1), СБ2, СБ7, гомологичного лимфоток­
сину, проявляющего индуцируемую экспрессию и конкурирующего с гликопротеином Ό ВПГ за связы­
вание с медиатором проникновения вируса герпеса, рецептора, экспрессируемого на Т-лимфоцитах 
(БЮНТ), ΝΚΟ2^ В7-НЗ, лиганда, который специфически связывается с СБ8З, и любого их сочетания.

Фиг. 1А

Сутки 0 Сутки 0-1 Сутки 3 Сутки 5 Сутки сбора

Аферез
лейкоцитов

Позитивный отбор по СОЗ/28 Промывание от вектора.
Т-клеток с магнитными Посадка в проницаемые Культивирование в Культивирование е

► ”► для газа мешки. -+ проницаемых для -► волновом
гранулами, покрытыми Трансдукция вектором газа мешках биореакторе
тАЬ против СОЗ/СО28 αΟΟΊ9-41ΒΒζ

(10 ± Л

Удаление гранул

1
Сбор, промывание, 
концентрирование

I
Криоконсервация 

конечного продукта в 
инфузионной криосреде

Фиг. 1В
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Фиг. 2

Тест _ .. Способ Критерии Чувствительность Специфичность

Выживаемость клеток
в контрольной пробирке

Освобождение
трипанового синего >70% нет данных нет данных

% СОЗ-позитивных
клеток

Проточная цитометрия >80% 1 в 20000 клеток СЭЗ+ клетки

Остаточное
количество гранул

Визуальный

<100

гранул/Зеб клеток 1 гранула/Зеб клеток Не применима

Эндотоксин гель-тромб <3.5 Ед. энд./мг 0.125 Ед. энд./мл
Эндотоксин

грамотрицательных бактерий

Микоплазма Анализ МусоА1еЛ Отрицательный <50 КОЕ/мл Микоплазма

КСЦвич8ав) ПЦР Отрицательный
>30 копий/мкг 

геномной ДНК

ВИЧ-дад 1299-1377 
(область, отсутствующая в 
лентивирусном векторе)

Эффективность
трансдукции

(экспрессия δοΡν)

Проточная
цитометрия

>20%
усредненных 
копий на клетку

1 в 20000 клетках

Фрагмент вариабельной 
области одноцепочечного 
антитела мыши

ЕЫЗА антиген
ВИЧ-1 Р24 еи$а < 10 пг/мл 0-4000 пг/мл

Коровый антиген ВИЧ-1 р24 в 
сыворотке, плазме, 
супернатанте культуры клеток
человека

Эффективность

трансдукции

(число копий)

количественная
ПЦР

>0.2

усредненных

копий на клетку

10 копий/мкг 
геномной ДНК

Специфическая область 

вектора САНЫ 9
внутриклеточного
сигнального домена САН

ΠΗκνδν-ο количественная
ПЦР

Отрицательный
25 копий/мкг

геномной ДНК белок С У5У

В5А ΕΙΙ5Α <1 мкг/мл 250 пг/мл В5А

Посев бактерий Посев Отсутствие
роста

ΤΒϋ

-А1саНдепе5 [аесаНз
-СапМа а1Ысапз
-ЕзскепМа соН 

-НаеторЬНиз т}1иепгае 
-ΝθΪΒΒβπα тетпдШсПз 

-Рзеиботопаз аегид'тоза 
-51арЬу1ососсиз аигеиз 

-5{гер{ососсиз рпеитоп1ае 
-5. руодепез дгоир А

Посев грибов Посев Отсутствие
роста тво Следует определять

Фиг. 3
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ВИЧ-дад по серии вектора

Фиг. 5

—♦—04409-02

—« -04409-03

—♦—04409-05— -04409-06»„--04409.07—•—04409-03,61”·' ·· 01410С-0104409-09СНР959-100
, аоц 

и юс*

Евразийская патентная организация, ЕАПВ 

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