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(57) Настоящее изобретение относится к способам получения библиотек эукариотических
клеток, кодирующих репертуар связывающих молекул ("связывающие молекулы"), причем в
указанных способах используется сайт-специфическая нуклеаза для направленного расщепления
клеточной ДНК с целью улучшения сайт-специфического встраивания генов связывающих
молекул посредством эндогенных клеточных механизмов репарации. Получают популяции
эукариотических клеток, в которых репертуар генов, кодирующих связывающие молекулы,
встроен в требуемый локус в клеточной ДНК (например, геномный локус), что обеспечивает
экспрессию кодируемой связывающей молекулы, в результате чего получают популяцию клеток,
экспрессирующих разные связывающие молекулы.
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Область техники 

Настоящее изобретение относится к способам получения библиотек эукариотических клеток (на-

пример, млекопитающих) для скрининга и/или отбора связывающих молекул, таких как антитела. Биб-

лиотеки могут быть использованы для охвата и дисплея разнообразного репертуара связывающих моле-

кул, что делает возможным осуществление скрининга связывающих молекул для отбора одной или более 

связывающих молекул, обладающих требуемым свойством, таким как специфичность по отношению к 

молекуле-мишени. Настоящее изобретение, в частности, относится к способам введения донорной ДНК, 

кодирующей связывающие молекулы, в эукариотические клетки для получения библиотеки клеток, в 

которой требуемое количество молекул донорной ДНК точно встроено в требуемый локус или локусы в 

клетках. 

Уровень техники 

Методы белковой инженерии позволяют создать большие разнообразные популяции родственных 

молекул (например, антитела, белки, пептиды), из которых могут быть отобраны отдельные варианты с 

новой или улучшенной связывающей способностью или каталитическими свойствами. Возможность по-

лучения больших популяций эукариотических клеток, в особенности клеток млекопитающих, в которых 

каждая клетка экспрессирует отдельное антитело, пептид или генно-инженерный белок имеет большое 

значение для выявления связывающих молекул с требуемыми свойствами. 

Основной принцип технологии дисплея заключается в связи связывающей молекулы с генетиче-

ской информацией, кодирующей эту молекулу. Связывающую способность связывающей молекулы ис-

пользуют для выделения гена, который ее кодирует. Такие же основные принципы применимы ко всем 

формам технологии дисплея, включая бактериофаговый дисплей, бактериальный дисплей, ретровирус-

ный дисплей, бакуловирусный дисплей, рибосомный дисплей, дрожжевой дисплей и дисплей на клетках 

высших эукариот, как, например, клети млекопитающих [1, 2, 3, 4]. 

Примером технологии дисплея послужил дисплей антител на нитевидном бактериофаге (фаговый 

дисплей антител), который за последние 24 года обеспечил важные инструменты для открытия и конст-

руирования новых связывающих молекул, включая создание человеческих терапевтических антител. С 

использованием фагового дисплея осуществляется представление молекул антител на поверхности час-

тиц нитевидного бактериофага путем клонирования гена, кодирующую антитело или фрагмент антитела 

в рамку считывания с геном, кодирующим белок оболочки фага. Гены антител первоначально клонируют 

в клетки E.coli таким образом, что каждая бактерия кодирует одно антитело. Наработка бактериофагов в 

бактериях с использованием стандартных способов позволяет получить бактериофаги, несущие на по-

верхности фрагмент антитела, а внутри - ген, кодирующий антитело. Совокупность бактерий или бакте-

риофагов, полученных из них, называется "библиотекой антител". Использование фагового дисплея де-

лает возможным обогащение популяции антител и связанных с ними генов путем взаимодействия бакте-

риофага, презентирующего антитело, с представляющей интерес молекулой-мишенью. 

Для выделения бактериофага, несущего на своей поверхности связывающую молекулу, распо-

знающую представляющую интерес мишень, молекулу-мишень необходимо иммобилизовать на поверх-

ности подложки, используемой для отбора, или она должна поддаваться выделению из раствора с помо-

щью вторичных реагентов, например, биотинилированный белок-мишень, выделенный из раствора с 

использованием микрогранул, покрытых стрептавидином. После инкубации библиотеки бактериофагов, 

экспрессирующих связывающую молекулу, с молекулой-мишенью несвязавшиеся фаговые частицы уда-

ляют. Это включает отмывку матрицы, к которой прикреплена мишень (и ассоциированный бактерио-

фаг), для удаления несвязавшихся бактериофагов. Связавшиеся бактериофаги с ассоциированными с ни-

ми генами антител могут быть выделены и и/или использованы для заражения бактериальных клеток-

хозяев. С использованием подхода, обозначенного выше, становится возможным обогащение субпопу-

ляции клонов бактериофагов, способных к связыванию с предпочтительной молекулой-мишенью. Биб-

лиотеки фагового дисплея, как было показано, служат богатым источником разнообразия антител, обес-

печивая получение сотен уникальных антител к одной мишени [5,6,7]. 

В историческом плане системы дисплея для выделения антител с новой специфичностью связыва-

ния были основаны на прокариотических системах и, в частности, на дисплее одноцепочечных Fv (scFv) 

и в меньшей степени в виде Fab на бактериофаге. 

Дисплей связывающих молекул на поверхности бактерий был описан, но широко не использовался, 

а его применение в значительной мере было ограничено пептидным дисплеем или дисплеем фрагментов 

антител, предварительно обогащенных в отношении связывающих молекул посредством иммунизации 

[8]. Несмотря на эффективность прокариотических систем дисплея, включая фаговый дисплей, сущест-

вуют ограничения. После отбора с помощью фагового или рибосомного дисплея идентифицируют гены, 

кодирующие отдельные связывающие молекулы, путем введения отобранной популяции генов в бакте-

рии, высева популяций бактерий, выделения колоний, экспрессии связывающих молекул в супернатанте 

или периплазме и идентификации положительных клонов в анализах связывания, таких как иммунофер-

ментные или флуоресцентные иммуносорбентные анализы (ИФА). Несмотря на идентификацию связы-

вающих молекул данный подход не дает информации о степени экспрессии и аффинности связывания 

полученных в результате клонов. Таким образом, несмотря на потенциальную возможность создания 
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множества связывающих молекул, возможность скрининга вырабатываемого продукта ограничена необ-

ходимостью выделения колоний, манипуляций с жидкостью и т. д. в сочетании с ограниченной первич-

ной информацией об относительном уровне экспрессии и аффинности. 

Дисплей связывающих молекул на поверхности эукариотических клеток потенциально позволяет 

преодолеть некоторые из этих проблем. В сочетании с проточной цитометрией дисплей на поверхности 

эукариотических клеток обеспечивает быстрый и высокоэффективный отбор. Становится возможным 

исследование миллионов клеточных клонов, экпрессирующих разные связывающие молекулы на их по-

верхности. Дисплей на клеточной поверхности послужил примером дисплея фрагментов антител, имею-

щих формат scFv, на поверхности дрожжевых клеток. В широко распространенном методе дисплея на 

поверхности дрожжевых клеток используются дрожжевые белки-агглютинины (Aga1p и Aga2p). Как бы-

ло описано Chao et al. [9], гены, кодирующие репертуар scFv, слиты с геном субъединицы дрожжевого 

агглютинина Aga2p. Субъединица Aga2p затем присоединяется к субъединице Aga1p, содержащейся в 

клеточной оболочке, посредством дисульфидных связей. Дрожжевые клетки, экспрессирующие связы-

вающую молекулу, специфическую по отношению к мишени, могут быть идентифицированы с помощью 

проточной цитометрии с использованием прямо или опосредованно меченой молекулы-мишени. Напри-

мер, к клеткам могут быть добавлены биотинилированные молекулы-мишени, а связывание с клеточной 

поверхностью может быть установлено с использованием стрептавидина-фикоэритрина. С использова-

нием предельных концентраций становится возможным отличить в составе популяции те клоны, которые 

экспрессируют связывающие молекулы с более высокой аффинностью, поскольку эти клоны будут свя-

зываться с большим количеством молекул-мишеней и, следовательно, будут иметь более интенсивную 

флуоресценцию. Обычно каждая дрожжевая клетка будет экспрессировать от 10000 до 100000 копий 

одного scFv на клеточной поверхности. Для контроля за изменением экспрессии scFv на поверхности 

разных клеток Chao et al. использовали флуоресцентно меченое антитело к метке tag, чтобы измерить 

уровень экспрессии антител на поверхности каждой клетки, что позволило нормализовать изменение 

уровня экспрессии. Данный подход, следовательно, позволяет отличить дрожжевые клетки, экспресси-

рующие высокоаффинные связывающие молекулы, от тех клеток, которые экспрессируют низкие уровни 

антител с более низкой аффинностью. Таким образом, с использованием сортировки флуоресцентно-

активированных клеток (FACS) можно разделить клеточные клоны по аффинности и/или уровню экс-

прессии кодируемой связывающей молекулы. 

Было доказано, что эукариотические системы также являются более эффективными, чем прокарио-

тические системы в отношении дисплея многоцепочечных фрагментов антител и, в частности, больших 

фрагментов, таких как полноразмерные IgG, FAb или молекулы scFv, слитые с Fc-доменами (слитые мо-

лекулы scFv-Fc). Способы, основанные на применении микрогранул или проточной сортировки клеток, 

которые описаны выше для дрожжевых клеток, также могут быть использованы для отбора антител из 

дисплейных библиотек, основанных на применении клеток высших эукариот, таких как клетки млекопи-

тающих. Возможность форматирования дисплейных библиотек и прямого отбора в форме IgG, Fab или в 

форме слитых молекул scFv-Fc на клетках млекопитающих может быть дополнительным преимуществом 

по сравнению с дрожжевым дисплеем. Гликозилирование, экспрессия и аппарат секреции бактериальных 

и дрожжевых клеток отличается от высших эукариот, что обуславливает получение антител с другими 

посттрансляционными модификациями, чем те, что встречаются на клетках млекопитающих. Поскольку 

производство антител для исследовательских, диагностических и терапевтических целей обычно осуще-

ствляется на клетках млекопитающих, дисплей на клетках млекопитающих (или других клетках высших 

эукариот, как, например, линии клеток беспозвоночных животных, птиц или растений) может дать луч-

шее представление о потенциальных проблемах или преимуществах для последующего производства, 

например, идентификации клонов с оптимальными свойствами экспрессии. В дополнение к этому, анти-

тела, обнаруженные в рамках дисплея на клетках высших эукариот и, в особенности, клетках млекопи-

тающих могут непосредственно применяться в анализах клеток, содержащих репортерные гены, в отсут-

ствие глубокой очистки и осложнений, связанных с примесями из бактериальных и дрожжевых клеток. 

Кроме того, библиотеки связывающих молекул могут быть экспрессированы непосредственно в эукарио-

тических клетках, содержащих репортерные гены, как, например, клетках млекопитающих для иденти-

фикации клонов, которые непосредственно влияют на клеточный фенотип. 

Несмотря на вышеупомянутые преимущества, связанные с дисплейными библиотеками, получен-

ными в эукариотических клетках, имеются значительные проблемы с созданием библиотек связывающих 

молекул в эукариотических клетках, особенно у высших эукариот. Введение репертуара экзогенных ге-

нов ("трансгенов") для экспрессии у высших эукариот является более сложным, чем у дрожжей и бакте-

рий. С клетками высших эукариот сложнее работать и получить в большом количестве, а эффективность 

трансформации является более низкой. Обычно такие библиотеки намного меньше по размеру. В допол-

нение к этому, введенная ДНК встраивается случайным образом в геном, что обуславливает эффект по-

ложения мозаичного типа. Кроме того, донорная ДНК, введенная в клетки млекопитающих с помощью 

стандартных способов трансфекции или электропорации, встраивается в виде линейной матрицы с раз-

личным числом копий трансфецированного трансгена. Следовательно, при ведении ДНК, кодирующей 

репертуар генов антител, потенциально может произойти попадание многих генов антител в каждую 
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клетку, что приведет к экспрессии множества разных антител в одной клетке. В дополнение к этому, при 

наличии множества генов антител будет уменьшаться относительный уровень экспрессии того или иного 

антитела и происходить выделение нецелевых генов, вследствие чего степень обогащения специфиче-

скими клонами будет уменьшаться. 

Хотя дисплей библиотек связывающих молекул на поверхности клеток высших эукариот является 

более затруднительным, все же ранее были описаны некоторые примеры. В ранней публикации, осно-

ванной на использовании дисплея на клетках млекопитающих полученных в результате иммунизации 

человека IgG, понадобилось 3 раунда отбора (включая временную трансфекцию, сортировку клеток, вы-

деление ДНК и повторную трансфекцию) для достижения антиген-специфическими клетками в 450 раз, 

что дало в среднем обогащение в 7,6 раза каждом раунде [10]. Аналогичным образом, также была описа-

на временная экспрессия полученных в результате иммунизации библиотек молекул, экспрессированных 

в составе векторов, реплицируемых в виде эписом, с антителами, имеющими формат scFv [11, 12] или 

IgG [13]. 

Был описан целый ряд подходов для введения одного или ограниченного количества генов антител 

в каждую клетку. К ним относится разведение ДНК или смешивание с несущей ДНК [13], но это относи-

тельно неконтролируемый способ регуляции количества копий вводимых генов, и уменьшение количе-

ства вводимой ДНК будет оказывать отрицательное влияние на размер библиотеки. Введение генов ан-

тител с помощью вирусных векторов оказалось другим решением для контроля введения множества ге-

нов антител на клетку. Таким способом из нескольких сотен человеческих B-лимфоцитов, полученных 

путем иммунизации, были составлены библиотеки экспонированных на клеточной поверхности молекул 

и дополнительно обогащены с помощью проточной сортировки антиген-специфических B-клеток [14]. 

Гены антител из этого обогащенного пула были получены в формате scFv, клонированы в экспресси-

рующую систему альфавируса Синдбис и введены в клетки ВНК с использованием заражения с низкой 

множественностью. 

Breous-Nystrom et al. [15] использовали последовательное заражение ретровирусами для введения 

ограниченного репертуара, состоящего из 91 гена вариабельной области каппа-цепи антител, за которым 

следовал репертуар генов тяжелой цепи антител 6 здоровых доноров, в линию мышиных пре-B-клеток 

(1624-5). Инфекционный ретровирус был получен с использованием системы V-Pack, основанной на ви-

русе мышиного лейкоза Молони (Stratagene). Для того чтобы обеспечить преимущественное образование 

клонов с однокопийными вставками, была подобрана множественность заражения, которая обеспечивала 

заражение приблизительно 5% клеток. Основным недостатком этих подходов является то, что встраива-

ние в геном происходит случайным образом, что приводит к потенциальному варьированию уровня 

транскрипция на основе транскрипционной активности сайта встраивания. Другой недостаток во всех 

этих случаях заключается в том, что встраивание генов антител контролируется ограниченным зараже-

нием или трансфекцией, что влияет на размер библиотеки. 

Ранее было описано сайт-специфическое встраивание трансгенов, осуществляемое рекомбиназа. 

Рекомбиназы представляют собой ферменты, что катализируют обменные реакции между молекулами 

ДНК, содержащими фермент-специфические распознаваемые последовательности. Например, рекомби-

наза Cre (полученная из сайт-специфической системы рекомбинации Е. coli) или рекомбиназа Flp (осно-

ванная на системе рекомбинации Saccharomyces cerevisiae) действуют на их специфические сайты распо-

знавания IoxP длиной 34 п.о. и сайт-мишень рекомбинации Flp (FRT) длиной 34 п.о., соответственно 

[16]. Рекомбиназы главным образом были использованы в клеточной инженерии для катализа сайт-

специфического встраивания. В целом ряде исследований из работы Chen Zhou [17, 18, US7884054] было 

описано опосредованное рекомбиназами сайт-специфическое встраивание генов антител в геном клеток 

млекопитающих с использованием рекомбиназы Flp в составе системы "Flp-ln", 

(http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/flpinsystem_man.pdf). В системе Flp-ln используется 

множество клеточных линий с одним сайтом FRT, ранее введенным в их геном. За счет экспрессии фер-

мента рекомбиназы Flp становится возможным прямое встраивание экспрессирующих плазмид, содер-

жащих в своем составе сайт рекомбинации FRT, в этот прединтеграционный сайт FRT в клетках-

мишенях. 

С использованием системы Flp-ln Zhou et al. [17] внесли экспрессирующую плазмиду, содержащую 

сайт FRT, в линию клеток яичника китайского хомячка (CHO), содержащую сайт FRT (клетки CHOF). В 

их работе описано создание дисплейной библиотеки, в которой были мутированы 4 остатка в составе 

существующего антитела к лиганду ОХ40. Был проведен скрининг библиотеки с использованием FACS 

для идентификации антител, обладающих сродством к лигандам на клеточной поверхности. Общий ус-

пех в создании антител с улучшенными свойствами был ограничен выделением одного антитела с улуч-

шенными свойствами. Отсутствуют сообщения касательно полученного количества уникальных клонов 

клеток млекопитающих. 

В последующей статье Li et al. в 2012 году [18] было описано использование лимфоцитов пациента 

с гепатитом В для создания дисплейных библиотек антител. Были получены отдельные библиотеки с 

генами тяжелой и легкой цепей, полученными у донора, который был иммунизирован HBSAg, причем 

отдельно сообщалось о библиотеках с размером 1,02×10
6
 и 1,78×10

5
 соответственно. Затем была получе-
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на вторичная библиотека, включающая как тяжелые, так и легкие цепи, размер которых по имеющимся 

сообщениям составлял 4,32×10
5
. По имеющимся сообщениям FACS-анализ показал, что у около 40% 

клеток на клеточной поверхности были выявлены полноразмерные антитела. Скрининг библиотеки с 

помощью FACS позволил выявить антитела, связывающиеся с HBSAg. Как было установлено, из выбор-

ки, состоящей из 8 отобранных антител библиотеки, которые связывались с антигеном, шесть из них бы-

ли одинаковыми, так что в целом было выявлено три уникальных клона, обладающих специфичностью к 

HBSAg. 

Довольно ограниченный успех этой работы может быть следствие того, что система Flp-ln предна-

значена для точного встраивания в ограниченное количество клонов, а не для создания большой библио-

теки. Следовательно, имеется потенциальное противоречие между достижением точности встраивания и 

достижением максимального размера библиотеки. В системе Flp-In используется мутантная форма ре-

комбиназы Flp в плазмиде pOG44, которая при 37°C обладает только 10% активности нативной реком-

биназы Flp [19]. Был выявлен вариант рекомбиназы Flp (FIpe) с лучшей термостабильностью и более 

высокой активностью, чем дикий тип [19, 20]. Он дополнительно был улучшен с помощью оптимизации 

кодонов с образованием Flpo, кодируемого в составе плазмиды cCAGGS- Flpo (Genebridges номер по ка-

талогу А203). Однако в руководстве по применению Flp-In отмечено: "при создании экспрессирующих 

клеточных линий Flp-ln важно помнить, что речь идет об относительно редком явлении рекомбинации, 

поскольку желательно, чтобы рекомбинация и встраивание конструкции pcDNA5/FRT осуществлялись 

только через сайт FRT и за ограниченный период времени. В данном случае использование высокоэф-

фективной рекомбиназы Flp является выгодным и может снизить частоту возникновения других нежела-

тельных явлений рекомбинации … Для увеличения вероятности получения клонов с одной интегриро-

ванной последовательностью понадобится снижение эффективности трансфекции путем ограничения 

количества плазмидной ДНК, которую трансфецируют". Это было повторно отражено в источнике Buch-

holz et al., 1996 [19]: "FLP может быть особенно полезной для применений, которые не зависят от эффек-

тивности, но зависят от строгой регуляции". 

В модельных экспериментах и с использованием "инструкций, описанных в руководстве" Zhou et al. 

(2010) [17] действительно было продемонстрировано, что в >90% клонов встречаются однокопийные 

вставки. При создании этой библиотеки, однако было использовано относительно большое количество 

экспрессирующей плазмиды (2,5-3,2 пг на 10
6
 клеток) и избыточное количество донорных молекул по 

сравнению с количеством плазмиды, кодирующей рекомбиназу pOG44 [17, 18]. Рекомендуется исполь-

зовать систему Flp-In в соотношении по меньшей мере 9:1 в пользу рекомбиназы, кодирующей эту плаз-

миду, по сравнению с экспрессирующей плазмидой. Однако при попытке увеличить размер библиотеки 

за счет трансфекции большого количества ДНК наблюдается тенденция к случайному встраиванию вно-

симой плазмиды [21]. Во всех этих исследованиях отсутствуют сообщения о точности встраивания и ко-

личестве интегрированных последовательностей на клетку в условиях "создания библиотеки". 

При направляемом нуклеазой встраивании генов используется сайт-специфическая нуклеаза для 

расщепления клеточной ДНК в определенном положении. Ранее было показано, что это приводит к по-

вышению скорости гомологической рекомбинации по меньшей мере в 40000 раз, а также репарации по-

средством механизмов негомологичного соединения концов. Такое повышение эффективности сайт-

специфического встраивания ранее не было использовано или не предполагалось, что оно способно ре-

шить проблемы, связанные с созданием библиотек связывающих молекул. 

В источнике US20100212035 описаны способы получения грызунов, клетки которых способны к 

экспрессии экзогенного антитела, путем целенаправленного воздействия на локус иммуноглобулина эм-

бриона млекопитающих с использованием мегануклеазы для прямого встраивания донорной ДНК. Опи-

сана возможность создания библиотек вариантов мегануклеаз для создания молекул с новой специфич-

ностью расщепления ДНК, но не предполагается использование мегануклеаз с целью создания библиотек 

связывающих молекул. 

В источнике WO 2013/190032 А1 описано встраивание генов в определенный локус (Fer1L4), ранее 

модифицированный экзогенной ДНК ("a site specific integration" SSI host cell, клетки-реципиенты для 

проведения "сайт-специфического встраивания"), для включения сайтов рекомбиназ, как, например, сай-

тов IoxP и FRT для опосредованного рекомбиназами сайт-специфического введения генов. Создание 

библиотеки с использованием сайт-направленных нуклеаз не описано. 

В источнике WO 2012/167192 А2 описано направленное введение генов в локус, который затем мо-

жет быть подвергнут избирательной амплификации. Способы, основанные на использовании сайт-

направленных нуклеаз, используются для направленного воздействия на данный локус. Создание биб-

лиотеки с использованием сайт-направленных нуклеаз не описано. 

В источнике US 2009/0263900 А1 описаны молекулы ДНК, содержащие гомологичные участки, и 

их применение в способах гомологичной рекомбинации. Создание библиотеки с использованием сайт-

направленных нуклеаз не описано. 

В источнике WO 2011/100058 описаны способы встраивания нуклеиновой кислоты в геном, кото-

рые исключают необходимость использования длинных гомологичных участков, а вместо этого они ос-
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нованы на микрогомологии или "липких концах" в геноме и донорной молекуле для обеспечения прямо-

го встраивания. Создание библиотеки с использованием сайт-направленных нуклеаз не описано. 

В источнике WO 2011/090804 описаны способы встраивания множества генов или множества копий 

одного и того же гена с использованием разных нуклеаз с доменом "цинковые пальцы" (ZFN) в последо-

вательных раундах. Создание библиотеки с использованием сайт-направленных нуклеаз не описано. 

В источнике WO2014/039872 описаны способы инженерии растительных клеток, содержащих "сайт 

посадки", в которое встраивается донорная ДНК путем гомологичной рекомбинации или негомологично-

го соединения концов с использованием сайт-направляемых нуклеаз. Библиотеки бактериальных искус-

ственных хромосом (ВАС) используются для первоначального клонирования донорной ДНК. Эти биб-

лиотеки упоминаются применительно к способам секвенирования с использованием Illumina. Создание 

библиотеки с использованием сайт-направленных нуклеаз не описано. 

В источнике WO2007/047859 А2 описаны способы конструирования мегануклеаз с заданной спе-

цифичностью и их применение для направленного изменения локусов генома. Описаны библиотеки му-

тантных форм мегануклеаз, которые могут содержать мегануклеазы с новой специфичностью. Создание 

библиотеки с использованием сайт-направленных нуклеаз не описано. 

В источнике US2014/0113375 А1 описана система временной экспрессии для создания одноцепо-

чечных последовательностей ДНК, гомологичных геномной последовательности-мишени, которая может 

быть транспортирована в ядро для изменения генетической информации геномной последовательности-

мишени через пути репарации ДНК или гомологичной рекомбинации. Предполагается, что может быть 

создана "библиотека" мутаций путем неточной обратной транскрипции вводимой (не относящейся к 

библиотечной) ДНК. Дисплей на клетках млекопитающих и отбор молекул со связывающей активностью 

не описаны. 

В источнике US2012/0277120 описаны способы и композиции для одновременного встраивания 

множества экзогенных нуклеиновых кислот в ходе одной реакции трансформации с использованием 

природной системы гомологичной рекомбинации в клетках дрожжей, причем указанная рекомбинация 

дополнительно может быть улучшена путем индукции направленных двухнитевых разрывов в геноме 

клеток-хозяев в заданных сайтах встраивания. Указанные способы позволяют избежать необходимость в 

осуществлении многократных циклов генно-инженерных манипуляций для встраивания множества мо-

лекул ДНК, например, для конструирования функциональных метаболических путей в промышленно 

важных микроорганизмах, таких как дрожжи. Дисплей или экспрессия библиотек связывающих молекул, 

применение высших эукариот и отбор молекул со связывающей активностью не описаны. 

Для полной реализации потенциала дисплея антител на клетках млекопитающих и других высших 

эукариот существует необходимость в системе для создания больших библиотек, в которой бы объеди-

нялись свойства, обеспечивающие точность встраивания в заранее заданный сайт и эффективность, ко-

торая позволяет создавать большие библиотеки. 

Краткое описание сущности изобретения 

Авторы решили указанную проблему создания больших библиотек связывающих молекул, вклю-

чающих один или два гена связывающих молекул на клетку, путем использования направляемого нук-

леазой встраивания популяции генов, кодирующих связывающие молекулы. Настоящее изобретение, 

таким образом, позволяет получить популяции эукариотических клеток, причем репертуар генов, коди-

рующих связывающие молекулы, встраивается в фиксированный локус в геноме, что обеспечивает экс-

прессию кодируемой связывающей молекулы, в результате чего получают популяцию клеток, экспрес-

сирующих разные связывающие молекулы. 

Настоящее изобретение относится к способам получения библиотек эукариотических клеток, коди-

рующих репертуар связывающих молекул ("связывающие молекулы"), причем в способах используется 

сайт-специфическая нуклеаза для направленного расщепления клеточной ДНК для улучшения сайт-

специфического встраивания генов связывающих молекул посредством эндогенных клеточных механиз-

мов репарации. Сайт-специфические нуклеазы обеспечивают точное введение донорной ДНК, кодирую-

щей связывающие молекулы, в один или более определенных локусов в геноме эукариотических клеток 

или других ДНК эукариотических клеток. Настоящее изобретение относится к способам получения по-

пуляции эукариотических клеток, в которых репертуар генов, кодирующих связывающие молекулы, 

встроен в требуемый локус в клеточной ДНК (например, геномный локус), что обеспечивает экспрессию 

кодируемой связывающей молекулы, в результате чего получают популяцию клеток, экспрессирующих 

разные связывающие молекулы. 

Создание библиотек связывающих молекул в эукариотических клетках согласно настоящему изо-

бретению обладает преимуществами по сравнению с подходами, основанными на использовании реком-

биназ, для сайт-направленного включения экспрессирующих конструкций. В настоящем изобретении 

используется расщепление клеточной ДНК сайт-специфическими нуклеазами для решения проблем, ко-

торые ранее были связаны с составлением больших репертуаров генов связывающих молекул в эукарио-

тических клетках и, в частности, высших эукариот. Настоящее изобретение позволяет эффективно полу-

чать большие популяции клеточных клонов, при этом каждый клон экспрессирует отдельные связываю-

щие молекулы, встроенные в фиксированный локус в клеточной ДНК. Из этих библиотек клеточных 
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клонов становится возможным выделить гены, кодирующие новые связывающие или модифицирующие 

функцию белки и пептиды. 

В отличие от направляемого рекомбиназой обмена ДНК в подходе настоящего изобретения исполь-

зуется сайт-специфическое расщепление клеточной (например, геномной) ДНК с последующим приме-

нением природных механизмов репарации для встраивания донорной ДНК, кодирующей связывающие 

молекулы. После расщепления клеточной ДНК в последовательности, распознаваемой сайт-

специфической нуклеазой ("распознаваемая последовательность"), разрывы в клеточной ДНК подверга-

ются репарации с использованием механизмов, таких как гомологичная рекомбинация или негомологич-

ное соединение концов (NHEJ). Создание сайт-специфических разрывов в клеточной ДНК повышает эф-

фективность включения экзогенной донорной ДНК, обеспечивая получение больших популяций клеток с 

генами связывающих молекул, встроенными в фиксированный локус. 

До настоящего времени сайт-специфические нуклеазы, такие как мегануклеазы, ZFN, нуклеазы 

TALE и системы CRISPR/Cas, были использованы для эффективного получения клеток с модификация-

ми эндогенных генов или для введения репортерных генов с целью изучения функции клеток. Имеются 

также примеры, когда для получения антител (путем выделения из культуральной среды) было исполь-

зовано направляемое нуклеазой целенаправленное встраивание генов, кодирующих одиночные секрети-

руемые антитела, [21, 22,]. 

Настоящее изобретение позволяет упростить создание больших библиотек, при этом обеспечивая 

целенаправленное встраивание ДНК в один локус или ограниченное количество определенных локусов 

генов. Встраивание донорной ДНК в один или более фиксированных локусов нормализует транскрип-

цию по сравнению со случайным встраиванием различного количества трансгенов и обеспечивает отбор 

клонов антител, исходя из свойств трансляции и стабильности связывающей молекулы как таковой. Точ-

ное встраивание донорной ДНК в заранее заданное местоположение или местоположения в клеточной 

ДНК приводит к относительно равномерным уровням транскрипции связывающих молекул в библиотеке 

и высокой эффективности введения донорной ДНК, делает клеточные популяции, полученные с помо-

щью способов по настоящему изобретению, особенно пригодными в качестве библиотек для дисплея и 

отбора связывающих молекул. 

Таким образом, способы по настоящему изобретению позволяют получить высококачественные 

библиотеки связывающих молекул в эукариотических клетках, 

которые могут подвергаться скринингу для идентификации клеток, кодирующих и экспрессирую-

щих специфическую молекулу, связывающуюся с представляющей интерес мишенью. 

В различных аспектах настоящее изобретение относится к новым и усовершенствованным спосо-

бам получения библиотек эукариотических клеток, библиотек самих по себе, выделению требуемых свя-

зывающих молекул, кодирующих нуклеиновую кислоту, и клеток из библиотек, и применениям библио-

тек, как, например, для экспрессии и скрининга связывающих молекул и для скрининга эффектов связы-

вающих молекул. Описаны различные способы получения библиотек in vitro и применение библиотек in 

vitro или in vivo. 

Настоящее изобретение относится к способу получения библиотеки клонов эукариотических кле-

ток, содержащих ДНК, кодирующую разнообразный репертуар связывающих молекул, причем способ 

включает применение сайт-специфической нуклеазы для направленного расщепления ДНК эукариотиче-

ских клеток для улучшения сайт-специфического встраивания генов связывающих молекул в клеточную 

ДНК посредством эндогенных клеточных механизмов репарации ДНК. 

Способ получения библиотеки клонов эукариотических клеток, содержащих ДНК, кодирующую 

разнообразный репертуар связывающих молекул, может включать: получение молекул донорной ДНК, 

кодирующих связывающие молекулы, и эукариотических клеток, введение донорной ДНК в клетки и 

обеспечение присутствия в клетке сайт-специфической нуклеазы, причем указанная нуклеаза расщепляет 

клеточную ДНК с образованием сайта встраивания, в котором донорная ДНК встраивается в клеточную 

ДНК, при этом встраивание осуществляется посредством эндогенных клеточных механизмов репарации 

ДНК. 

В случае мультимерных связывающих молекул, содержащих по меньшей мере первую и вторую 

субъединицу (т.е. отдельные полипептидные цепи, как, например, VH- и VL-домены антител, представ-

ленные в формате Fab или IgG), многие субъединицы могут кодироваться одной и той же молекулой до-

норной ДНК. Однако возможно потребуется встраивание разных субъединиц в отдельные локусы, в слу-

чае чего субъединицы могут быть введены в составе отдельных молекул донорной ДНК. Они могут быть 

встроены в ходе одного и того же цикла направляемого нуклеазой встраивания или могут быть встроены 

последовательно с использованием направляемого нуклеазой встраивания в течение одного или обоих 

этапов встраивания. 

Способы получения библиотек клонов эукариотических клеток, кодирующих мультимерные связы-

вающие молекулы, могут включать 

получение эукариотических клеток, содержащих ДНК, кодирующую первую субъединицу, и полу-

чение молекул донорной ДНК, кодирующих вторую субъединицу связывающей молекулы, 

введение донорной ДНК в клетки и обеспечение присутствия в клетке сайт-специфической нуклеа-
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зы, причем указанная нуклеаза расщепляет распознаваемую последовательность в клеточной ДНК с об-

разованием сайта встраивания, в котором донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК, при этом 

встраивание осуществляется посредством эндогенных клеточных механизмов репарации ДНК, в резуль-

тате чего получают рекомбинантные клетки, которые содержат донорную ДНК, встроенную в клеточную 

ДНК. Эти рекомбинантные клетки будут содержать ДНК, кодирующую первую и вторую субъединицы 

мультимерной связывающей молекулы, и могут быть культивированы для экспрессии обеих субъединиц. 

Мультимерные связывающие молекулы получают путем экспрессии и сборки отдельно кодируемых 

субъединиц. 

В описанном выше примере направляемое нуклеазой встраивание используется для встраивания 

ДНК, кодирующей вторую субъединицу, в клетки уже содержащие ДНК, кодирующую первую субъеди-

ницу. Первая субъединица может быть введена заранее с использованием способов по настоящему изо-

бретению или любых других подходящих способов встраивания ДНК. Альтернативный подход заключа-

ется в применении направляемого нуклеазой встраивания в первом цикле введения донорной ДНК для 

встраивания первой субъединицы с последующим введением второй субъединицы либо с использовани-

ем того же самого подхода, либо же любого другого подходящего способа. Если подход, основанный на 

использовании нуклеаз, используется во многих циклах встраивания, необязательно могут быть исполь-

зованы разные сайт-специфические нуклеазы для запуска направляемого нуклеазой встраивания донор-

ной ДНК в разные сайты распознавания. Способ создания библиотеки может включать 

получение молекул первой донорной ДНК, кодирующих первую субъединицу, и получение эука-

риотических клеток, 

введение первой донорной ДНК в клетки и обеспечение присутствия в клетке сайт-специфической 

нуклеазы, причем указанная нуклеаза расщепляет распознаваемую последовательность в клеточной ДНК 

с образованием сайта встраивания, в котором донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК, при этом 

встраивание осуществляется посредством эндогенных клеточных механизмов репарации ДНК, в резуль-

тате чего получают первый набор рекомбинантных клеток, содержащих первую донорную ДНК, встро-

енную в клеточную ДНК, 

культивирование первого набора рекомбинантных клеток для получения первого набора клонов, 

содержащих ДНК, кодирующую первую субъединицу, 

введение молекул второй донорной ДНК, кодирующих вторую субъединицу, в клетки первого на-

бора клонов, причем вторая донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК первого набора клонов, в ре-

зультате чего получают второй набор рекомбинантных клеток, содержащих первую и вторую донорную 

ДНК, встроенную в клеточную ДНК, и 

культивирование второго набора рекомбинантных клеток для получения второго набора клонов, 

причем эти клоны содержат ДНК, кодирующую первую и вторую субъединицы мультимерной связы-

вающей молекулы, 

в результате чего получают библиотеку клонов эукариотических клеток, содержащих донорную 

ДНК, кодирующую репертуар мультимерных связывающих молекул. 

Сайт-специфическое встраивание донорной ДНК в клеточную ДНК обеспечивает получение ре-

комбинантных клеток, которые могут быть культивированы для получения клонов. Таким образом, про-

исходит размножение отдельных рекомбинантных клеток, в которые была встроена донорная ДНК, с 

образованием клональной популяции клеток-"клонов" - каждый клон получают из одной исходной ре-

комбинантной клетки. Таким образом, с помощью указанного способа можно получить целый ряд кло-

нов, соответствующих количеству клеток, в которые была успешно встроена донорная ДНК. Группа 

клонов формирует библиотеку, кодирующую репертуар связывающих молекул (или на промежуточной 

стадии, когда субъединицы связывающей молекулы встраиваются в отдельных раундах, клоны могут 

кодировать ряд субъединиц связывающих молекул). Таким образом, способы по настоящему изобрете-

нию могут обеспечивать получение библиотеки клонов эукариотических клеток, содержащих донорную 

ДНК, кодирующую репертуар связывающих молекул. 

С помощью способов по настоящему изобретению можно создать библиотеки клонов, содержащих 

донорную ДНК, встроенную в фиксированный локус или во многие фиксированные локусы в клеточной 

ДНК. Под термином "фиксированный" подразумевается, что локус является одинаковым в разных клет-

ках. Следовательно, клетки, используемые для создания библиотеки, могут содержать распознаваемую 

нуклеазой последовательность в фиксированном локусе, представляющим собой универсальный сайт 

посадки в клеточной ДНК, в которую может встроиться донорная ДНК. Распознаваемая последователь-

ность для сайт-специфической нуклеазы может располагаться в одном или нескольких положениях в 

клеточной ДНК. 

Библиотеки, полученные согласно настоящему изобретению, могут быть использованы различными 

способами. Клетки библиотеки могут быть культивированы для экспрессии связывающих молекул, Та-

ким образом, обеспечивая получение разнообразного репертуара связывающих молекул. Библиотека мо-

жет подвергаться скринингу для выявления клеток с требуемым фенотипом, при этом фенотип обуслов-

лен экспрессией связывающей молекулы клеткой. Представляется возможным скрининг фенотипических 

свойств, в котором клетки библиотеки культивируют для экспрессии связывающих молекул с после-
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дующим обнаружением проявления требуемого фенотипа в клонах библиотеки. Критерии оценки клеток 

могут быть основаны на изменении поведения клеток, как, например, изменение экспрессии эндогенных 

или экзогенных репортерных генов, дифференцировочный статус, пролиферация, жизнеспособность, 

размер клеток, метаболизм или изменение взаимодействий с другими клетками. В случае обнаружения 

требуемого фенотипа клетки клона, который проявляет требуемый фенотип, затем могут быть выделены. 

Затем из выделенного клона необязательно выделяют ДНК, кодирующую связывающую молекулу, обес-

печивая получение ДНК, кодирующей связывающую молекулу, с получением требуемого фенотипа при 

экспрессии в клетке. 

Основная цель, с которой библиотеки эукариотических клеток были использованы, заключается в 

способах скрининга связывающих молекул, которые распознают представляющую интерес мишень. В 

таких способах библиотеку клеток культивируют для экспрессии связывающих молекул, а связывающие 

молекулы экспонируют с мишенью для обеспечения распознавания мишени одной или более когнантных 

связывающих молекул, в случае наличия, и обнаружение распознавания мишени когнатной связываю-

щей молекулой. В таких способах, связывающие молекулы могут быть экспрессированы на клеточной 

поверхности, а те клоны библиотеки, которые экспрессируют связывающие молекулы с требуемыми 

свойствами, могут быть выделены. Таким образом, клетки включающие гены, кодирующие связываю-

щие молекулы с требуемыми функциональными или связывающими свойствами, могут быть идентифи-

цированы в составе библиотеки. Гены могут быть выделены и использованы для получения связываю-

щей молекулы или использованы для дальнейшего конструирования с образованием производных биб-

лиотек связывающих молекул для получения связывающих молекул с улучшенными свойствами. 

Настоящее изобретение предоставляет преимущества по сравнению с предыдущими подходами к 

созданию библиотек у высших эукариот. В некоторых исследованиях для введения генов антител в ре-

портерные клетки млекопитающих было использовано заражение лентивирусами [106]. Этот подход об-

ладает тем преимуществом, что могут быть созданы большие библиотеки, но при этом отсутствует кон-

троль за сайтом встраивания, а количество копий контролируется с использованием заражения с низкой 

множественностью (как отмечалось выше). В альтернативном подходе гены антител были введены по-

средством гомологичной рекомбинации, не используя направляемое нуклеазой встраивание и используя 

гомологичные участки длиной 10 т.п.о., но эффективность направленного встраивания была относитель-

но низкой, что означает, что потенциальный размер библиотеки был ограниченным [105]. В отличие от 

этого применение нуклеаз, направленных на определенные последовательности, сохраняет полезные 

свойства направленного встраивания в один или несколько предпочтительных локусов, при этом обеспе-

чивая эффективное создание больших библиотек. Направляемое нуклеазой встраивание имеет то пре-

имущество, что трансгены направленно встраиваются в фиксированный локус или фиксированные локу-

сы в составе клеточной ДНК. Это означает, что активность промотора, запускающего транскрипцию ге-

нов связывающих молекул, во всех клонах будет одинаковой, а функциональные свойства каждой связы-

вающей молекулы будут скорее отражением свойственной ей эффективности, трансляционной эффек-

тивности и стабильности, а не следствием изменчивости, связанной с сайтом встраивания, целенаправ-

ленное встраивание в один или ограниченное количество локусов также обеспечит лучший контроль 

экспрессии, в случае необходимости, например, с использованием индуцибельных промоторов. 

Различные признаки настоящего изобретения дополнительно описаны ниже. Следует отметить, что 

заглавия, использованные по всему настоящему описанию, служат только для навигации и не должны 

интерпретироваться как исчерпывающие, и что варианты реализации, описанные в разных разделах, в 

соответствующих случаях могут сочетаться. 

Подробное описание сущности изобретения 

Эукариотические клетки. 

Потенциальные популяции эукариотических клеток, экспрессирующих разнообразный репертуар 

связывающих молекул, представлены и обсуждаются в примерах в данном документе в отношении экс-

прессии репертуаров антител на поверхности клеток млекопитающих. Преимущества настоящего изо-

бретения не ограничиваются клетками млекопитающих и включают всех эукариот. 

Дрожжи (например, Saccharomyces cerevisiae) имеют меньший геном, чем клетки млекопитающих, а 

гомологичная рекомбинация, определяемая гомологичными участками (в отсутствие направляемого нук-

леазой расщепления), является эффективным способом введения чужеродной ДНК по сравнению с выс-

шими эукариотами. Таким образом, особое преимущество направляемого нуклеазой встраивания по на-

стоящему изобретению заключается во встраивании генов связывающих молекул в клетки высших эука-

риот с геномом большего размера, в которых гомологичная рекомбинация в отсутствие расщепления 

нуклеазой является менее эффективной. Направляемое нуклеазой встраивание было использовано в 

дрожжевых клетках для решения проблемы эффективного встраивания множества генов в отдельные 

дрожжевые клетки, например, для конструирования метаболических путей (US 2012/0277120), но в этой 

работе не охвачено введение библиотек связывающих молекул, а также не рассмотрены проблемы созда-

ния библиотек у высших эукариот. 

Библиотеки эукариотических клеток согласно настоящему изобретению предпочтительно пред-

ставляют собой клетки высших эукариот, определенные в данном документе как клетки с геномом боль-



034190 

- 9 - 

шим, чем геном Saccharomyces cerevisiae, размер которого составляет 12×10
6
 пар оснований (п.о.). Раз-

мер генома клеток высших эукариот может, например, составлять более чем 2×10
7
 пар оснований. К ним 

относятся, например, клетки млекопитающих, птиц, насекомых или растений. Предпочтительно клетки 

представляют собой клетки млекопитающих, например, мыши или человека. Клетки могут представлять 

собой первичную культуру клеток или могут представлять собой клеточные линии. Обычно для экспрес-

сии антител и белков используются клетки яичника китайского хомячка (CHO), но в настоящем изобре-

тении могут быть использованы любые альтернативные стабильные клеточные линии. В данном доку-

менте в примерах используются клетки HEK293. Для эффективного введения чужеродной ДНК в клетки 

первичной культуры доступны различные способы, позволяющие их использовать (например, путем 

электропорации, где показатели эффективности и жизнеспособности составляли до 95%, 

http://www.maxcyte.com/technology/primary-cells-stem-cells.php). 

Клетки линии T-лимфоцитов (например, первичная культура T-клеток или линия T-клеток) или 

клетки линии B-лимфоцитов являются одними из предпочтительных типов клеток. Особый интерес 

представляют первичная культура T-клеток или клеточные линии, полученные из T-клеток, для приме-

нения в библиотеках TCR, включая клеточные линии, в которых отсутствует экспрессия TCR [23, 24, 25]. 

Примеры линии клеток B-лимфоцитов включают B-клетки, пре-B-клетки или при-B-клетки и клеточные 

линии, полученные из любых из них. 

Создание библиотек в первичной культуре B-клеток или линиях B-клеток представляет особую 

ценность для создания библиотек антител. Breous-Nystrom et al. [15] создали библиотеки в линии мыши-

ных пре-B-клеток (1624-5). Клеточная линия DT40, полученная из B-клеток курицы (АТСС CRL-2111), 

является особо перспективной для создания библиотек связывающих молекул. DT40 представляет собой 

линию небольших клеток с относительно высокой скоростью деления клеток. Репертуары связывающих 

молекул могут быть целенаправленно встроены в специфические локусы с использованием нуклеаз ZFN, 

TALE или CRISPR/Cas9, которые целенаправленно расщепляют эндогенные последовательности, или 

путем целенаправленного встраивания в предварительно встроенные гетерологичные сайты, которые 

могут содержать сайты распознавания мегануклеазой. Клетки DT40 экспрессируют антитела и, таким 

образом, предпочтительным было бы целенаправленное изменение генов антител в локусе, содержащем 

гены, кодирующие антитела, с разрушением эндогенных вариабельных доменов антител курицы или в 

отсутствие такового. DT40 клетки также были использованы в качестве основы in vitro системы для соз-

дания IgM курицы, которая называется системой создания библиотек с использованием автономной ди-

версификации генов (Autonomously Diversifying Library system, система ADLib), в которой используется 

преимущество собственной системы диверсификации локуса антитела курицы. В результате этой эндо-

генной диверсификации возникает возможность получения антител с новой специфичностью. Подход, 

основанный на использовании нуклеаз, описанный в данном документе, может быть использован в ком-

бинации с ADLib для объединения разнообразных библиотек связывающих молекул из гетерологичных 

источников (например, репертуары вариабельных областей антител человека или полученные синтетиче-

ским методом альтернативные каркасные белки) с возможностью дальнейшей диверсификации с исполь-

зованием локуса IgG курицы. Аналогичные преимущества могут касаться линий B-клеток человека, та-

ких как Nalm6 [26]. Другие представляющие интерес линии B-клеток включают такие линии, как, на-

пример, линия мышиных пре-B-клеток 1624-5 и линия про-B-клеток Ba/F3. Ba/F3 зависит от использова-

ния ИЛ-3 [27], и ее применение рассматривается в других разделах данного документа. В заключение 

необходимо отметить, что может быть использован целый ряд человеческих клеточных линий, включая 

линии, приведенные в источниках "Cancer Cell Line Encyclopaedia" [28] или "COSMIC catalogue of so-

matic mutations in cancer" [29]. 

Обычно библиотека состоит из одного типа клеток, полученных путем введения донорной ДНК в 

популяцию клональных эукариотических клеток, например, путем введения донорной ДНК в клетки оп-

ределенной клеточной линии. Основное значительное различие между разными клонами библиотек бу-

дет тогда обусловлено встраиванием донорной ДНК. 

Вирусные системы, используемые в эукариотических клетках. 

Преимущества использования системы при создании библиотек связывающих молекул в эукарио-

тических клетках могут быть применимы к вирусным системам дисплея, основанным на эукариотиче-

ских экспрессирующих системах, например, бакуловирусный дисплей или ретровирусный дисплей [1, 2, 

3, 4]. В данном подходе геном каждой клетки будет кодировать связывающую молекулу, способную к 

встраиванию в геном вирусной частицы. В случае ретровирусной системы кодирующая мРНК будет упа-

кована, и кодируемая связывающая молекула будет представлена на клеточной поверхности. В случае 

бакуловирусных систем понадобится заключение генов, кодирующих связывающую молекулу, гены, 

кодирующие связывающую молекулу, должны быть включены в вирусный геном, чтобы обеспечить фи-

зическую связь между геном и белком, который он кодирует. Этого можно достичь с использованием 

клеток-хозяев, несущих эписомальные копии генома бакуловирусов. В качестве альтернативы, встроен-

ные копии могут быть высвобождены под действием специфической нуклеазы (отличающейся от нук-

леазы, использованной для осуществления сайт-специфического встраивания). В случае мультимерных 
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связывающих молекул часть субъединиц может кодировать клеточная ДНК, а гены одной или несколь-

ких субъединиц могут содержаться в геноме вируса. 

Сайт-специфическая нуклеаза. 

Настоящее изобретение включает применение сайт-специфической нуклеазы для направленного 

расщепления клеточной ДНК при составлении библиотеки эукариотических клеток, содержащих ДНК, 

кодирующую репертуар связывающих молекул, причем опосредованное нуклеазой расщепление ДНК 

улучшает сайт-специфическое встраивание генов связывающих молекул посредством эндогенных кле-

точных механизмов репарации ДНК. Сайт-специфическая нуклеаза расщепляет клеточную ДНК после 

специфического связывания с распознаваемой последовательностью, в результате чего получают сайт 

встраивания для донорной ДНК. Нуклеаза может создавать двухцепочечные разрывы или одноцепочеч-

ный разрыв ("ник"). Клетки, используемые для создания библиотек, могут содержать эндогенные после-

довательности, распознаваемые сайт-специфической нуклеазой, или распознаваемая последовательность 

может быть встроена в клеточную ДНК. 

Сайт-специфическая нуклеаза может быть чужеродной для клеток, т.е. не встречающейся в клетках 

выбранного типа в естественных условиях. 

Сайт-специфическая нуклеаза может быть введена до, после или одновременно с введением донор-

ной ДНК, кодирующей связывающую молекулу. Допускается, что донорная ДНК кодирует нуклеазу на-

ряду со связывающей молекулой или в составе отдельной молекулы нуклеиновой кислоты, которая 

котрансфецируется или вводится другим образом вместе с донорной ДНК. Клоны библиотеки необяза-

тельно могут сохранять нуклеиновую кислоту, кодирующую сайт-специфическую нуклеазу, или такая 

нуклеиновая кислота может быть только транзиентно трансфецирована в клетки. 

В настоящем изобретении может быть использована любая подходящая сайт-специфическая нук-

леаза. Она может представлять собой природный фермент или сконструированный вариант. Известен 

целый ряд особенно подходящих нуклеаз, как, например, нуклеазы, что распознают или нуклеазы, кото-

рые могут быть сконструированы с целью распознания последовательностей, которые только изредка 

встречаются в клеточной ДНК. Предпочтительным является расщепление нуклеазой только в одном или 

двух сайтах, поскольку только одна или две молекулы донорной ДНК должны встраиваться на клетку. 

Низкая частота распознавания последовательности сайт-специфической нуклеазой является более веро-

ятной, если длина распознаваемой последовательности является относительно большой. Например, по-

следовательность, специфически распознаваемая нуклеазой, может представлять собой последователь-

ность с длиной по меньшей мере 10, 15, 20, 25 или 30 нуклеотидов. 

Примерами подходящих нуклеаз являются мегануклеазы, нуклеазы с доменом "цинковые пальцы" 

(ZFN), нуклеазы TALE и нуклеазы, направляемые нуклеиновой кислотой (например, направляемые 

РНК), как, например, система CRISPR/Cas. Каждая из них создает двухцепочечные разрывы, хотя из-

вестны сконструированные формы, которые создают одноцепочечные разрывы. 

Мегануклеазы (также известные как хоминг-эндонуклеазы) представляют собой нуклеазы, которые 

встречаются во всех царствах живых организмов и распознают относительно длинные последовательно-

сти (12-40 п.о.). Учитывая длинную распознаваемую последовательность, они либо отсутствуют, либо 

встречаются относительно редко в геномах эукариотических клеток. Мегануклеазы подразделяются на 5 

семейств на основе последовательности/структуры. (LAGLIDADG, GIY-YIG, HNH, His-Cys box и PD-

(D/E)XK). Наиболее изученным семейством является семейство LAGLIDADG, которое включает хорошо 

изученную мегануклеазу I-Scel из Saccharomyces cerevisiae. I-Scel распознает и расщепляет распознавае-

мую последовательность длиной 18 п.о. (5' TAGGGATAACAGGGTAAT), оставляя выступ на З'-конце 

длиной 4 п.о. Другим широко используемым примером является I-Crel, которую получают из хлоропла-

стов одноклеточной зеленой водоросли Chlamydomonas reinhardtii, и которая распознает последователь-

ность длиной 22 п.о. [30]. Был сконструирован целый ряд вариантов с измененными распознаваемыми 

последовательностями [31]. Мегануклеазы являются первым примером применения сайт-специфических 

нуклеаз в генной инженерии [49, 50]. Как и в случае подходов, основанных на использовании рекомби-

наз, применение I-Scel и других мегануклеаз требует предварительного встраивания соответствующего 

сайта распознавания, для направленного распознавания в геноме или конструирования мегануклеаз для 

распознавания эндогенных сайтов [30]. С помощью данного подхода эффективное целенаправленное 

встраивание в клетках HEK293 (судя по основанной на гомологичной рекомбинации "репарации" встро-

енного дефектного гена GFP) было достигнуто у 10-20% клеток за счет применения I-Scel [32]. 

Предпочтительным классом мегануклеаз для применения в настоящем изобретении являются эндо-

нуклеазы LAGLIDADG. К ним относятся I-Sce I, I-Chu I, I-Cre I, Csm I, Pl-Sce I, Pl-Tli I, Pl-Mtu I, I-Ceu I, 

I-Sce II, I-Sce III, HO, Pi-Civ I, Pl-Ctr I, Pl-Aae I, Pl-Bsu I, Pl-Dha I, Pl-Dra I, Pl-Mav I, Pl-Mch I, Pl-Mfu Pl-

Mfl I, Pl-Mga I, Pl-Mgo I, Pl-Min I, Pl-Mka I, Pl-Mle I, Pl-Mma I, Pl-Msh I, Pl-Msm I, Pl-Mth I, Pl-Mtu Pl-

Mxe I, Pl-Npu I, Pl-Pfu I, Pl-Rma I, Pl-Spb I, Pl-Ssp I, Pl-Fac I, Pl-Mja I, Pl-Pho I, Pi-Tag I, Pl-Thy I Pl-Tko I, 

I-Mso I, и Pl-Tsp I; предпочтительно I-Sce I, I-Cre I, I-Chu I, I- Dmo I, I-Csm I, Pl-Sce I, Pl-Pfu I, Pl-Tli I, Pl-

Mtu I и I-Ceu I. 

В последние годы был разработан целый ряд способов, с помощью которых можно сконструиро-

вать новые нуклеазы, специфические к определенным последовательностям, путем слияния ДНК-
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связывающих доменов, специфических к определенным последовательностям, с неспецифическими нук-

леазами для создания сконструированных нуклеаз, специфических к определенным последовательно-

стям, направляемых ДНК-связывающими доменами с заданными свойствами. Специфичность связыва-

ния может определяться сконструированными связывающими доменами, как, например, доменами типа 

"цинковые пальцы". Они представляют собой небольшие модульные домены, стабилизированные иона-

ми цинка, которые вовлечены в молекулярное распознавание и используются в природе для распознава-

ния последовательностей ДНК. Было сконструировано множество доменов типа "цинковые пальцы" для 

обеспечения специфического связывания с определенной последовательностью, и они были связаны с 

неспецифическим расщепляющими ДНК доменом рестриктазы Fok1 типа II с образованием нуклеаз с 

доменом "цинковые пальцы" (ZFN). ZFN могут быть использованы для создания двухцепочечного раз-

рыва в определенных сайтах генома. Fok1 представляет собой облигатный димер и требует наличия двух 

ZFN для связывания в непосредственной близости для осуществления расщепления. Специфичность 

сконструированных нуклеаз была увеличена, а их токсичность была уменьшена за счет создания двух 

разных вариантов Fok1 с целью образования гетеродимеров друг с другом [33]. Было показано встраива-

ние путем гомологичной рекомбинации таких облигатных гетеродимернных ZFN в 5-18% клеток-

мишеней в отсутствие необходимости в отборе по чувствительности к лекарственному препарату [21, 34, 

35]. Было продемонстрировано включение вставок до 8 т. п.о. с частотой >5% в отсутствие отбора. 

Недавно было показано, что одноцепочечные выступы на 5'-конце, создаваемые нуклеазами, таки-

ми как ZFN, способствуют эффективному встраиванию трансгенов в сайты расщепления [45]. Эти иссле-

дования были расширены, чтобы показать, что расщепление донорной ДНК in vivo (посредством вклю-

чения специфического сайта распознавания нуклеазой в донорную плазмиду) повышает эффективность 

негомологичного встраивания. Механизм не совсем хорошо понятен, но не исключено, что уменьшение 

воздействия клеточных нуклеаз за счет линеаризации in vivo могло способствовать наблюдаемому по-

вышению эффективности [45]. Также возможно, что совпадения выступов на 5'-конце донорной и акцеп-

торной ДНК, создаваемых нуклеазами, запускает лигирование. Однако анализ последовательностей в 

местах соединений показал наличие делеций. Возможно, что точное совпадение соединений продолжает 

действовать в качестве субстрата для сайт-направляемых нуклеаз до того, пока не происходит делеция 

распознаваемой последовательности. Для преодоления этой потенциальной проблемы Maresca et al. [36] 

поменяли сайты распознавания левой и правой ZFN местами в донорной ДНК, так что лигирование до-

норной ДНК в геномный локус приводило к дупликации двух левосторонних ZFN на одном фланге 

встраивания и дупликации двух правосторонних ZFN на другом фланге. Применение облигатной гетеро-

димерной нуклеазы (как описано для Fok1) означает, что ни одна из этих новосозданных фланкирующих 

последовательностей не может расщепляться целевой нуклеазой. 

Возможность конструирования ДНК-связывающих доменов определенной специфичности была до-

полнительно упрощена вследствие открытия в бактериях. 

Xanathomonas молекул, называемых эффекторы, подобные активаторам транскрипции (TALE). Эти 

молекулы TALE состоят из репертуаров мономеров из 33-35 аминокислот, при этом каждый мономер 

распознает одно основание в составе последовательности-мишени [37]. Эта модульное соотношение 1:1, 

относительно облегчая возможность конструирования молекул TALE для связывания любой представ-

ляющей интерес ДНК-мишени. В результате присоединения этих сконструированных TALE к Fok1 стало 

возможным создание новых TALE-нуклеаз, специфических к определенной последовательности. В на-

стоящее время были сконструированы нуклеазы TALE, также известные как TALEN, специфические к 

большому количеству сайтов и характеризующиеся высоком уровнем успеха в отношении эффективной 

генно-модифицирующей активности [38]. В Примерах в данном документе авторы настоящего изобрете-

ния продемонстрировали улучшенное встраивание донорной ДНК вследствие применения нуклеаз 

TALE. Другие варианты и усовершенствованные подходы технологии на основе нуклеаз TALE были 

разработаны и могут быть использованы для создания библиотек связывающих молекул посредством 

направляемого нуклеазой встраивания. К ним относятся "мега-TALEN", когда связывающий домен нук-

леазы TALE, слит с мегануклеазой [39], и "компактные TALEN", когда для осуществления расщепления 

используется один распознающий домен нуклеазы TALE [40]. 

На протяжении последних лет была описана другая система для осуществления двух- или одноце-

почечных разрывов в специфических последовательностях в геноме. Эта система, называемая "короткие 

палиндромные повторы, регулярно расположенные группами (CRISPR) и система, ассоциированная с 

CRISPR (Cas)", основана на защитном механизме бактерий [41]. Система CRISPR/Cas целенаправленно 

воздействует на ДНК для расщепления с помощью короткой, комплементарной одноцепочечной РНК 

(CRISPR RNA или crRNA), присоединенной к короткому палиндромному повтору. В широко используе-

мой системе "тип II", процессинг РНК-мишени зависит от наличия трансдействующей crRNA (tracrRNA), 

которая имеет последовательность, комплементарную палиндромному повтору. Гибридизация tracrRNA 

с последовательностью палиндромного повтора запускает процессинг. Процессированная РНК активиру-

ет домен Cas9 и направляет ее действие на комплементарную последовательность в остове ДНК. Систе-

ма была упрощена для осуществления расщепления с помощью Cas9 одного РНК-транскрипта и была 

направлена на многие разные последовательности в составе генома [42, 43]. Данный подход к расщепле-
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нию геномной ДНК обладает преимуществом, заключающемся в направлении с помощью короткой по-

следовательности РНК, делая относительно простым конструирование молекул со специфичностью рас-

щепления. Таким образом, существует целый ряд разных способов для достижения сайт-специфического 

расщепления геномной ДНК. Как описано выше, эта повышает показатель встраивания донорной плаз-

миды посредством эндогенных клеточных механизмов репарации ДНК. 

Применение мегануклеаз, ZFN, нуклеазы TALE или систем, направляемых нуклеиновыми кислота-

ми, как, например, системы CRISPR/Cas9, обеспечит возможность направленного воздействия на эндо-

генные локусы в геноме. В примерах в данном документе авторы настоящего изобретения продемонст-

рировали целенаправленное встраивание в локус AAVS, но целенаправленному воздействию также мо-

гут подвергаться альтернативные локусы. Например, локус гена коллагена типа I был использован для 

эффективной экспрессии трансгенов [44]. 

В качестве альтернативы гетерологичные сайты распознавания для целенаправленно воздействую-

щих нуклеаз, включая мегануклеазы, нуклеазы ZFN и TALE, могут быть введены заранее для последую-

щего целенаправленного получения библиотеки. В примерах в данном документе авторы настоящего 

изобретения описывают применение нуклеазы TALE, распознающей последовательность в составе локу-

са AAVS для введения путем гомологичной рекомбинации, последовательности, распознаваемой мега-

нуклеазой I-Sce1, и гетерологичных сайтов распознавания нуклеазой TALE в составе локуса AAVS. 

Осуществляемое нуклеазой целенаправленное встраивание может быть использовано для осуществления 

вставки последовательностей-мишеней путем гомологичной рекомбинации или NHEJ с использованием 

векторной ДНК или даже двухцепочечных олигонуклеотидов [45]. В качестве альтернативы, способы 

неспецифического направленного встраивания могут быть использованы для введения сайтов-мишеней 

посредством применения встраивания, направляемого транспозонами [46] для введения сайтов распозна-

вания для сайт-специфических нуклеаз. Системы на основе вирусов, таких как лентивирус, используе-

мые при низком титре также могут быть использованы для введения сайтов-мишеней. Трансфекция ДНК 

в сочетании со скринингом в отношении однокопийной вставки также может быть использована для 

идентификации уникальных сайтов встраивания [17]. Такие неспецифические подходы будут особо по-

лезными в случае клеток, в которых явно отсутствует сайт для направленного воздействия или в случае 

геномов, которые не были секвенированы, или в случае геномов, для которых недоступны существую-

щие нуклеазы TALE, ZFN или системы Cas9/CRISPR. После установления клеточной линии вследствие 

случайной вставки сайта распознавания нуклеазой, впоследствии клеточная линия может быть использо-

вана для создания библиотек связывающих молекул, в которых все клоны библиотеки содержат трансген 

в фиксированном локусе, что обусловлено использованием направляемого нуклеазой встраивания. 

В представленных примерах используются три разные плазмиды, включающие в себя пары нуклеаз 

TALE или ZFN на отдельных плазмидах с отдельной плазмидой для донорной ДНК. В случае меганук-

леазы сайт-специфическая нуклеаза кодируется одним геном, и он вводится в составе одной плазмиды, 

при этом донорная ДНК содержится в составе второй плазмиды. Разумеется, могут быть использованы 

комбинации, включающие два или более этих элементов в составе одной и той же плазмиды, и это может 

повысить эффективность направленного встраивания за счет уменьшения количества плазмид, которые 

подлежат введению. В дополнение к этому, представляется возможным предварительное встраивание 

нуклеазы(нуклеаз), которая(которые) также может(могут) быть индуцибельной(индуцибельными) для 

обеспечения временного контроля активности нуклеазы, что было продемонстрировано для транспозаз 

[46]. В конечном итоге, нуклеаза может быть введена в виде рекомбинантного белка или в виде комплек-

са белка и РНК (например, в случае РНК-направляемой нуклеазы, такой как CRISPR:Cas9). 

Локус. 

Последовательность, распознаваемая сайт-специфической нуклеазой, может содержаться в геном-

ной ДНК или эписомальной ДНК, которая стабильно наследуется клетками. Следовательно, донорная 

ДНК может быть встроена в геномный или эписомальный локус клеточной ДНК. 

В самом простом виде один ген, кодирующий связывающую молекулу (ген связывающей молеку-

лы), целенаправленно встраивается в один сайт в составе генома эукариотических клеток. Идентифика-

ция клетки, характеризующейся определенной активностью связывания или клеточным фенотипом, 

обеспечивает возможность прямого выделения гена, кодирующего молекулу с требуемым свойством 

(например, путем ПЦР мРНК или геномной ДНК). Этому способствует использование уникальной рас-

познаваемой последовательности для сайт-специфической нуклеазы, встречающейся один раз в клеточ-

ной ДНК. Таким образом, клетки, используемые для создания библиотеки, могут содержать распозна-

ваемую нуклеазой последовательность в одном фиксированном локусе, т.е. один идентичный локус во 

всех клетках. Библиотека, полученная из таких клеток, будет содержать донорную ДНК, встроенную в 

фиксированном локусе, т.е. встречающуюся в том же самом локусе в клеточной ДНК всех клонов в биб-

лиотеке. 

Необязательно распознаваемые последовательности могут встречаться много раз в клеточной ДНК, 

вследствие чего клетки имеют несколько потенциальных сайтов встраивания для донорной ДНК. Эта 

ситуация типична для диплоидных или полиплоидных клеток, когда распознаваемая последовательность 

содержится в соответствующих положениях в паре хромосом, т.е. дублированных локусах. В библиоте-
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ке, полученной из таких клеток, может содержаться донорная ДНК, встроенная в дублированные фикси-

рованные локусы. Например, в библиотеке, полученной из диплоидных клеток, может содержаться до-

норная ДНК, встроенная в дупликатные фиксированные локусы, а в библиотеке, полученной из трипло-

идных клеток, может содержаться донорная ДНК, встроенная в трипликатные фиксированные локусы. 

Многие подходящие клетки млекопитающих являются диплоидными, а клоны библиотек клеток млеко-

питающих согласно настоящему изобретению могут содержать донорную ДНК, встроенную в дупликат-

ные фиксированные локусы. 

Последовательность, распознаваемая сайт-специфической нуклеазой, может встречаться в несколь-

ких независимых локусах в клеточной ДНК. Следовательно, донорная ДНК может встраиваться во мно-

гие независимые локусы. Библиотека диплоидных или полиплоидных клеток может включать донорную 

ДНК, встроенную во многие независимые фиксированные локусы, и/или в дублированные фиксирован-

ные локусы. 

В клетках, содержащих распознаваемые последовательности во многих локусах, (либо в дублиро-

ванных, либо независимых локусах), каждый локус представляет собой потенциальный сайт встраивания 

для молекулы донорной ДНК. Введение донорной ДНК в клетки может обеспечивать встраивание во все 

распознаваемые нуклеазой последовательности, присутствующие в клетке, или донорная ДНК может 

встраиваться в некоторые, а не все эти потенциальные сайты. Например, при получении библиотеки из 

диплоидных клеток, содержащих распознаваемые последовательности в первом и втором фиксирован-

ных локусах (например, дупликатные фиксированные локусы), полученная в результате библиотека мо-

жет включать клоны, в которых донорная ДНК встроена в первый фиксированный локус, клоны, в кото-

рых донорная ДНК встроена во второй фиксированный локус, и клоны, в которых донорная ДНК встро-

ена как в первый, так и второй фиксированные локусы. 

Следовательно, способы получения библиотек могут включать расщепление многих фиксирован-

ных локусов в клетке сайт-специфической нуклеазой и встраивание донорной ДНК во многих фиксиро-

ванных локусах. Как отмечалось выше, в тех случаях, когда имеется много копий одной и той же распо-

знаваемой последовательности (например, что происходит при направленном воздействии на эндогенные 

локусы в диплоидных или полиплоидных клетках), существует вероятность встраивания двух генов свя-

зывающих молекул, особенно при использовании эффективных механизмов направленного воздействия, 

причем только один ген является специфическим в отношении мишени. Это может быть решено на про-

тяжении последующего скрининга, после выделения генов связывающих молекул. 

В некоторых случаях возможно потребуется введения более одной связывающей молекулы на клет-

ку. Например, вследствие объединения двух разных антител могут быть получены биспецифические свя-

зывающие молекулы, и они могут обладать свойствами, которые отсутствуют у отдельных связывающих 

молекул [47]. Этого можно достичь путем введения разных генов антител в оба аллеля в дупликатных 

фиксированных локусах или путем целенаправленного введения генов разных популяций антител в неза-

висимые фиксированные локусы с использованием способов, описанных в данном документе. Кроме 

того, связывающая молекула, как таковая, может состоять из многих цепей (например, VH- и VL-домены 

антител, представленные в формате Fab или IgG). В данном случае возможно потребуется встраивание 

разных субъединиц в разные локусы. Они могут быть встроены в пределах одного и того же цикла на-

правляемого нуклеазой встраивания, они могут быть встроены последовательно с использованием на-

правляемого нуклеазой встраивания на протяжении одного или обоих этапов встраивания. 

Введение донорной ДНК. 

Были описаны многочисленные способы для введения донорной ДНК в эукариотические клетки, 

включая трансфекцию, заражение или электропорацию. Осуществление трансфекции больших количеств 

клеток возможно за счет использования стандартных способов, включая полиэтиленимин-

опосредованную трансфекцию, как описано в данном документе. В дополнение к этому, доступны спо-

собы для высокоэффективной электропорации 10
10

 клетки за 5 мин, например, http://www.maxcyte.com. 

Могут быть созданы комбинаторные библиотеки, в которых компоненты пар мультимерных связы-

вающих молекул (например, гены VH и VL антител) или даже разные части одной и той же связываю-

щей молекулы вводятся в составе разных плазмид. Введение отдельных молекул донорной ДНК, коди-

рующих отдельные связывающие молекулы или субъединицы связывающих молекул, может осуществ-

ляться одновременно или последовательно. Например, легкая цепь антитела может быть введена путем 

трансфекции или заражения, клетки могут быть выращены и отобраны в случае необходимости. Затем в 

последующем этапе заражения или трансфекции могут быть введены другие компоненты. Один или оба 

этапа могут включать направляемое нуклеазой встраивание в специфические геномные локусы. 

Встраивание донорной ДНК. 

Донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК, образуя рекомбинантную ДНК, имеющую непре-

рывную последовательность ДНК, в которую встраивается донорная ДНК в сайте встраивания. В на-

стоящем изобретении встраивание опосредовано природными механизмами репарации ДНК, которые 

относятся к собственным механизмам клетки. Таким образом, возможность встраивания может обеспе-

чиваться просто за счет введения донорной ДНК в клетку, что обеспечивает формирование сайта встраи-

вания-специфической нуклеазой и встраивание донорной ДНК. Клетки могут поддерживаться в культуре 
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в течение периода времени, достаточного для интеграции ДНК. Это обычно приводит к образованию 

смешанной популяции клеток, включающей (i) рекомбинантные клетки, в которых донорная ДНК была 

встроена в сайте встраивания, образующегося под воздействием сайт-специфической нуклеазы, и необя-

зательно (ii) клетки, в которых донорная ДНК была встроена в сайтах, отличных от требуемого сайта 

встраивания, и/или необязательно (iii) клетки, в которые донорная ДНК не была встроена. Требуемые 

рекомбинантные клетки и полученные в результате клоны библиотеки, таким образом, могут быть полу-

чены в смешанной популяции с другими эукариотическими клетками. Способы отбора, описанные в дру-

гих разделах в данном документе, могут быть использованы для обогащения клеток библиотеки. 

Эндогенные механизмы репарации ДНК, характерные для эукариотических клеток, включают го-

мологичную рекомбинацию, негомологичное соединение концов (NHEJ) и соединение концов с помо-

щью микрогомологичной рекомбинации. Эффективность модификации ДНК посредством таких процес-

сов может быть увеличена путем введения двухцепочечных разрывов (DSB) в ДНК, и, как сообщалось, 

показатели эффективности увеличивались в 40000 раз при использовании редкощепящей эндонуклеазы 

(мегануклеазы), такой как I-Sce1 [48, 49, 50]. 

В отличие от сайт-специфической рекомбинации, используемой в системах, таких как Flp-In [16], 

для реализации настоящего изобретения не требуется наличие экзогенных рекомбиназ или встраивание 

сайтов распознавания рекомбиназой. Следовательно, в настоящее изобретение необязательно не включен 

этап опосредованного рекомбиназами встраивания ДНК в процесс создания библиотеки, и/или необяза-

тельно в эукариотических клетках, в которые вводится донорная ДНК, отсутствует сайт рекомбинации 

для сайт-специфической рекомбиназы. Механизмы и практические аспекты направляемого встраивания 

донорной ДНК в клеточную ДНК с помощью рекомбиназ и нуклеаз очень различаются. В обсуждении в 

источнике Jasin 1996 [50]: "... реакция, катализируемая сайт-специфическими рекомбиназами, достаточно 

отличается от клеточной репарации DSB. Сайт-специфические рекомбиназы, таких как cre, объединяют 

два сайта распознавания и создают одноцепочечные разрывы в этих сайтах, тем самым приводя к обра-

зованию промежуточных соединений Холлидея. Промежуточные соединения распадаются с образовани-

ем делеций, инверсий и вставок (клоны с несколькими интегрированными последовательностями), все из 

которых восстанавливают два сайта распознавания. Реакция является абсолютно точной и поэтому обра-

тимой. Разрывы никогда не подвергаются воздействию системы клеточной репарации". 

В отличие от этого, действие сайт-специфической нуклеазы заключается в образовании разрывов 

или "ников" в клеточной ДНК (например, геномной или эписомальной), которые подвергаются воздейст-

вию эндогенных клеточных механизмов репарации, таких как гомологичная рекомбинация или NHEJ. 

Одним из абсолютных требований к подходам, основанным на использовании рекомбиназ, является 

предварительное встраивание их сайтов распознавания, таким образом, такие способы требуют сайта 

встраивания "горячая точка" в клеточную ДНК в качестве предварительного этапа. С использованием 

направляемого нуклеазой встраивания становится возможным конструировать нуклеазы или направлять 

с помощью направляющей РНК в случае CRISPR:Cas9 для распознавания эндогенных локусов, т.е. при-

родных последовательностей нуклеиновой кислоты, встречающихся в клеточной ДНК. В конечном ито-

ге, с практической точки зрения подходы, основанные на использовании нуклеаз, являются более эффек-

тивными для прямого встраивания трансгенов на уровнях, требуемых для создания больших библиотек 

связывающих молекул. 

Механизм репарации ДНК, с помощью которого донорная ДНК встраивается согласно способам 

настоящего изобретения, может быть определен заранее или изменен до некоторой степени за счет ди-

зайна донорной ДНК и/или выбора сайт-специфической нуклеазы. 

Гомологичная рекомбинация является природным механизмом, используемым клетками для репа-

рации двухцепочечных разрывов с использованием гомологичной последовательности (например, из 

другого аллель) в качестве матрицы для репарации. Гомологичную рекомбинацию использовали в кле-

точной инженерии для введения вставок (включая трансгены), делеций и точечных мутаций в геном. Го-

мологичной рекомбинации способствует обеспечение наличия гомологичных участков на донорной 

ДНК. В первоначальном подходе к конструированию клеток высших эукариот обычно использовались 

гомологичные участки длиной 5-10 т.п.о. в составе донорной плазмиды для увеличения эффективности 

направленного встраивания в представляющий интерес сайт. Вопреки этому, гомологичная рекомбина-

ция, определяемая исключительно длинными гомологичными участками, является менее эффективной, 

чем рекомбинация, направляемая Flp и Cre, особенно у высших эукариот с большими геномами. Гомоло-

гичная рекомбинация особенно подходит для эукариот, таких как дрожжи, размер генома которых со-

ставляет всего лишь 12,5×10
6
 п.о., у которых она является более эффективной по сравнению с высшими 

эукариотами с геномами большего размера, например, клетками млекопитающих с 3000×10
6
 п.о. 

Гомологичная рекомбинация также может осуществляться за счет наличия [52] одноцепочечных 

разрывов в геномной ДНК, а также выступать в качестве способа направляемого нуклеазой встраивания 

в геномную ДНК. Два различных пути, как было показано, способствуют гомологичной рекомбинации в 

местах одноцепочечных разрывов ДНК. Один, по сути, аналогичен репарации в местах двухцепочечных 

разрывов, когда используются Rad51/Brca2, тогда как другой подавляется Rad51/Brca2 и в нем предпоч-
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тительно используется одноцепочечная ДНК или донорная двухцепочечная ДНК с одноцепочечными 

разрывами [51]. 

Негомологичное соединение концов (NHEJ) является альтернативным механизмом репарации 

двухцепочечных разрывов в геноме, при котором концы ДНК непосредственно подвергаются повторно-

му лигированию в отсутствие необходимости в гомологичной матрице. Расщепление геномной ДНК с 

использованием сайт-направленных нуклеаз также позволяет улучшить встраивание трансгенов за счет 

механизмов негомологичной рекомбинации. Данный подход к репарации ДНК является менее точным и 

может приводить к вставкам или делециям. Тем не менее, NHEJ является простым способом встраивания 

находящихся в рамке считывания экзонов в интрон или обеспечивает встраивание промотора и генных 

кассет в геном. Применение способов негомологичной рекомбинации дает возможность применения до-

норных векторов, в которых отсутствуют гомологичные участки, тем самым упрощая создание донорной 

ДНК. 

Отмечалось, что короткие области с гомологичными концами используют для повторного соедине-

ния концов ДНК, и была выдвинута гипотеза, что микрогомологичные участки длиной 4 п.о. могут быть 

использованы для осуществления репарации ДНК в местах двухцепочечных разрывов, называемой со-

единением концов с помощью микрогомологичной рекомбинации [50]. 

Донорная ДНК. 

Донорная ДНК, как правило, представляет собой кольцевую ДНК и может быть представлена в ви-

де плазмиды или вектора. Другой альтернативой является линейная ДНК. Молекулы донорной ДНК мо-

гут включать области, которые не встраиваются в клеточную ДНК, помимо одной или более последова-

тельностей донорной ДНК, которые встраиваются в клеточную ДНК. Обычно используется двухцепо-

чечная ДНК, хотя в некоторых случаях может быть использована одноцепочечная ДНК. Донорная ДНК 

содержит один или более трансгенов, кодирующих связывающую молекулу, например, она может со-

держать промотор и генную кассету. 

Для запуска гомологичной рекомбинации может быть использована самая простая по форме двух-

цепочечная, кольцевая плазмида ДНК. Это требует наличия областей ДНК, фланкирующих трансгены, 

которые гомологичны последовательности ДНК, фланкирующей сайт расщепления в геномной ДНК. 

Линеаризованная двухцепочечная плазмида ДНК или ПЦР-продукт, или синтетические гены могут быть 

использованы для запуска как гомологичной рекомбинации, так и путей репарации NHEJ. В качестве 

альтернативы двухцепочечной ДНК существует возможность применения одноцепочечный ДНК для 

запуска гомологичной рекомбинации [52]. Стандартный подход к созданию одноцепочечный ДНК за-

ключается во введении одноцепочечной точки начала репликации из нитевидного бактериофага в плаз-

миду. 

Вирусы, содержащие одноцепочечную ДНК, такие как аденоассоциированный вирус (AAV), были 

использованы для запуска эффективной гомологичной рекомбинации, при этом было показано, что эф-

фективность повышалась на несколько порядков величин [53, 54]. Системы, как, например, на основе 

AAV, могут быть использованы в сочетании с расщеплением с использованием сайт-направленных нук-

леаз для создания больших библиотек связывающих молекул. Преимущества обеих систем могут приме-

няться для целенаправленного создания библиотек связывающих молекул. Лимит упаковки векторов на 

основе AAV составляет 4.7 т.п.о., но применение расщепления нуклеазой геномной ДНК-мишени позво-

лит уменьшить данный лимит, обеспечивая встраивание больших по размеру трансгенных конструкций. 

Молекула донорной ДНК может кодировать одну связывающую молекулу или много связывающих 

молекул. Необязательно одна молекула донорной ДНК может кодировать много субъединиц связываю-

щей молекулы. В некоторых вариантах реализации изобретения донорная ДНК кодирует субъединицу 

мультимерной связывающей молекулы. 

Промоторы и генетические элементы для отбора. 

Транскрипция донорной ДНК, кодирующей связывающую молекулу, обычно осуществляется путем 

помещения последовательности, кодирующей связывающую молекулу, под контроль промотора и необя-

зательно один или более энхансерных элементов для транскрипции. Промотор (и необязательно другие 

элементы контроля экспрессии генов) могут быть включены в состав молекулы донорной ДНК как тако-

вой. В качестве альтернативы, в последовательности, кодирующей связывающую молекулу, может от-

сутствовать промотор на донорной ДНК, и вместо этого она может быть функционально связана с про-

мотором на клеточной ДНК, например, эндогенным промотором или предварительно встроенным экзо-

генным промотором, в результате его вставки в сайт встраивания, создаваемый сайт-специфической нук-

леазой. 

Донорная ДНК может дополнительно содержать один или более дополнительных кодирующих по-

следовательностей, как, например, генетических элементов, обеспечивающих отбор клеток, содержащих 

или экспрессирующих донорную ДНК. Как и в случае с последовательностью, кодирующей связываю-

щую молекулу, что обсуждалось выше, такие элементы могут быть связаны с промотором на донорной 

ДНК или могут быть помещены под контроль промотора в результате встраивания донорной ДНК в фик-

сированный локус. Последнее расположение является удобным инструментом для отбора именно тех 

клеток, которые содержат встроенную донорную ДНК в требуемом сайте, поскольку эти клетки должны 
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экспрессировать генетический элемент для отбора. В качестве такового может быть использован, напри-

мер, ген, обеспечивающий устойчивость к средству негативного отбора, такому как бластицидин или 

пуромицин. Могут быть использованы один или более этапов отбора для удаления нежелательных кле-

ток, как, например, клеток, в которых отсутствует донорная ДНК или в которых не произошло встраива-

ние донорной ДНК в правильном положении. В качестве альтернативы эти клетки могут быть смешаны с 

клонами библиотеки. 

Экспрессия заякоренной в мембране связывающей молекулы как таковая может быть использована 

в качестве селективного маркера. Например, если производится введение библиотеки генов антител, по-

лучивших формат слитых белков IgG или scFv-Fc, то клетки, которые экспрессируют антитело, могут 

быть отобраны с использованием вторичных реагентов, которые распознают экспрессированный на по-

верхности Fc, с использованием способов, описанных в данном документе. При первоначальной транс-

фекции донорной ДНК, кодирующей трансген под контролем экзогенного промотора, происходит вре-

менная экспрессия (и экспрессия на клеточной поверхности) связывающей молекулы, и необходимо по-

дождать до снижения уровня временной экспрессии (для достижения направленного встраивания, на-

пример, 1-2 генов антител/клетку). 

В качестве альтернативы конструкция, кодирующая закрепленный в мембране элемент (например, 

Fc-домен согласно настоящему примеру, слитый с трансмембранным доменом рецептора PDGF), может 

быть предварительно встроена до введения библиотеки связывающих молекул. Если в этом закреплен-

ном в мембране элементе отсутствует промотор или он кодируется в составе экзона, который находится 

вне рамки считывания предшествующего экзона, то будет нарушаться экспрессия на поверхности. Затем 

с помощью направленного встраивания вносимой донорной молекулы можно устранить данный дефект 

(например, путем целенаправленного помещения промотора или находящегося "в рамке считывания" 

экзона в интрон, который находится выше дефектного элемента, отвечающего за закрепление в мембра-

не). Если находящийся в рамке считывания "корректирующий экзон", также кодирует связывающую мо-

лекулу, то произойдет слияние генов связывающей молекулы и элемента, отвечающего за закрепление в 

мембране, что приведет к экспрессии их обоих на поверхности. Таким образом, точно направляемое 

встраивание приведет к экспрессии в рамке считывания элемента, отвечающего за закрепление в мем-

бране, отдельно или в составе слитого белка, содержащего экзогенную связывающую молекулу. Кроме 

того, если в библиотеке вносимых связывающих молекул отсутствует закрепленный в мембране элемент, 

и он неправильно встроен, отбор осуществляться не будет. Таким образом, экспрессия связывающей мо-

лекулы как таковой на клеточной поверхности может быть использована для отбора популяции клеток, 

характеризующихся точно направляемым встраиванием. 

Количество клонов и разнообразие библиотеки. 

Библиотеки, полученные с помощью дрожжевого дисплея, размером 10
7
-10

10
 клонов были ранее со-

зданы, и было показано, что они позволяют получить связывающие молекулы в отсутствие иммунизации 

или предварительного отбора популяции [9, 55, 56, 57]. Во многих из библиотек, полученных с помощью 

дисплея на клетках млекопитающих, о которых ранее сообщалось, были использованы гены антител, 

полученные у иммунизированных доноров, или даже обогащенные антиген-специфические B-

лимфоциты, учитывая ограничения размера библиотеки и вариабельность при использовании клеток 

высших эукариот. Благодаря эффективности направленного воздействия на ген, описанного в настоящем 

изобретении, могут быть созданы большие, библиотеки наивных антител с использованием клеток выс-

ших эукариот, как, например, клеток млекопитающих, которые соответствуют библиотекам, описанным 

для низших эукариот, таких как дрожжи. 

После встраивания донорной ДНК в клеточную ДНК, полученные в результате рекомбинантные 

клетки культивируют для размножения, получают клон клеток из каждой первоначально полученной 

рекомбинантной клетки. Каждый клон, таким образом, получают из одной первоначальной клетки, в ко-

торую была встроена донорная ДНК, в сайте встраивания, созданном сайт-специфической нуклеазой. 

Способы согласно настоящему изобретению отличаются высокой эффективностью и высокой точностью 

встраивания донорной ДНК, а библиотека согласно настоящему изобретению может содержать по мень-

шей мере 100, 10
3
, 10

4
, 10

5
, 10

6
, 10

7
, 10

8
, 10

9
 или 10

10
 клонов. 

С использованием направляемого нуклеазой встраивания существует возможность нацеленного 

воздействия на 10% или больше трансфецированных клеток млекопитающих. С практической точки зре-

ния целесообразным является выращивание и трансформация >10
10

 клеток (например, от 5 л клеток, вы-

ращиваемых в концентрации 2×10
6
 клеток/мл). Трансфекция такого большого количества клеток может 

быть осуществлена с использованием стандартных способов, включая трансфекцию, опосредованную 

полиэтиленимином, как описано в данном документе. В дополнение к этому, доступны способы для вы-

сокоэффективной электропорации 10
10

 клеток за 5 мин, например, http://www.maxcyte.com. Таким обра-

зом, с использованием подхода по настоящему изобретению представляется возможным создание биб-

лиотек свыше 10
9
 клонов. 

Если популяция молекул донорной ДНК, которые используются для образования библиотеки, со-

держит множество копий одной и той же последовательности, могут быть получены два или более кло-

нов, которые содержат ДНК, кодирующую ту же самую связывающую молекулу. Также может возник-
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нуть ситуация, когда клон может содержать донорную ДНК, кодирующую несколько разных связываю-

щих молекул, например, если имеется одна распознаваемая последовательность для сайт-специфической 

нуклеазы, как подробно изложено в других разделах в данном документе. Таким образом, количество 

разных кодируемых или экспрессируемых связывающих молекул библиотеки может отличаться от коли-

чества полученных клонов. 

Клоны в библиотеке предпочтительно содержат донорную ДНК, кодирующую одну или две моле-

кулы из репертуара связывающих молекул, и/или предпочтительно экспрессируют только одну или две 

молекулы из репертуара связывающих молекул. Наличие ограниченного количества разных связываю-

щих молекул на клетку является преимуществом, что касается идентификации клона и/или ДНК, коди-

рующей определенную связывающую молекулу, идентифицированную при скрининге библиотеки в от-

ношении конкретной мишени. Наиболее простая ситуация наблюдается тогда, когда клоны кодируют 

одну молекулу из репертуара связывающих молекул. Однако также не вызывает затруднений идентифи-

кация релевантной, кодирующей ДНК для требуемой связывающей молекулы, если клон, отобранный из 

библиотеки клонов, содержит фрагменты, кодирующие небольшое количество разных связывающих мо-

лекул, например, клон может кодировать две молекулы из репертуара связывающих молекул. Как обсу-

ждалось в других разделах в данном документе, клоны, кодирующие одну или две связывающие молеку-

лы, удобно получать путем отбора последовательности, распознаваемой сайт-специфической нуклеазой, 

которая встречается один раз на копию хромосом в диплоидном геноме, поскольку диплоидные клетки 

содержат дупликатные фиксированные локусы, один на каждую копию хромосом, а донорная ДНК мо-

жет встраиваться в один или оба фиксированные локусы. Таким образом, каждый из клонов библиотеки 

может экспрессировать только одну или две молекулы из репертуара связывающих молекул. 

Связывающие молекулы, представленные на поверхности клеток библиотеки, могут быть идентич-

ными (имеют одинаковую аминокислотную последовательность) другим связывающим молекулам, 

представленным на той же клетке. Библиотека может состоять из клонов клеток, каждая из которых не-

сет одну молекулу из репертуара связывающих молекул, или клонов, несущих много молекул из репер-

туара связывающих молекул на клетку. В качестве альтернативы библиотека может включать некоторые 

клоны, которые несут одну молекулу из репертуара связывающих молекул, и некоторые клоны, которые 

несут много молекул (например, две) репертуара связывающих молекул. Предпочтительно клоны биб-

лиотеки экспрессируют одну или две молекулы из репертуара связывающих молекул. 

В соответствии с этим, библиотека согласно настоящему изобретению может включать клоны, ко-

дирующие более одного представителя репертуара связывающих молекул, при этом донорная ДНК 

встраивается в дупликатные фиксированные локусы или множество независимых фиксированных локу-

сов. 

Как отмечалось выше, соответствующую кодирующую ДНК для связывающей молекулы легче все-

го идентифицировать, если соответствующий клон экспрессирует только одну связывающую молекулу. 

Обычно молекула донорной ДНК кодирует одну связывающую молекулу. Связывающая молекула может 

представлять собой мультимерную молекулу, поэтому молекула донорной ДНК будет содержать множе-

ство генов или открытых рамок считывания, соответствующих различным субъединицам мультимерной 

связывающей молекулы. 

Библиотека согласно настоящему изобретению может кодировать по меньшей мере 100, 10
3
, 10

4
, 

10
5
 или 10

6
, 10

7
, 10

8
, 10

9
 или 10

10
 разных связывающих молекул. В случае мультимерных связывающих 

молекулы отличия могут заключаться в одной или более субъединицах связывающей молекулы. Одна 

или более вариабельных субъединиц могут объединяться с одной или более константными субъедини-

цами с образованием мультимерных связывающих молекул, если константные субъединицы являются 

одинаковыми (или не отличаются в значительной степени) во всех клонах библиотеки. При создании 

библиотек мультимерных связывающих молекул возможно возникновение комбинаторных отличий, при 

этом возможно попарное соединение первого репертуара субъединиц связывающей молекулы со вторым 

репертуаром субъединиц связывающих молекул. 

Связывающие молекулы. 

"Связывающая молекула" в соответствии с настоящим изобретением -связывающая молекула, яв-

ляющаяся специфическим партнером по связыванию для другой молекулы. К типичным примерам спе-

цифических партнеров по связыванию относятся антитело-антиген и рецептор-лиганд. 

Репертуар связывающих молекул, кодируемых библиотекой, обычно имеет общую структуру и 

один или более участков, различающихся по последовательностям. Следовательно, библиотека позволя-

ет осуществлять отбор представителя требуемого структурного класса молекул, таких как пептид или 

молекула антитела scFv. Например, связывающие молекулы могут представлять собой полипептиды, 

имеющие общую структуру и имеющие одну или более областей аминокислотной последовательности, в 

которых имеются различия. 

Эта можно проиллюстрировать, рассмотрев репертуар молекул антител. Они могут представлять 

собой молекулы антител, относящиеся к классу с общей структурой, например, IgG, Fab, scFv-Fc или 

scFv, различающихся по один или более областей их последовательности. Молекулы антител обычно 

характеризуются вариабельностью последовательностей в областях, определяющих комплементарность 
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(CDR), которые представляют собой области, что главным образом вовлечены в распознавание антигена. 

Репертуар связывающих молекул в настоящем изобретении может представлять собой репертуар моле-

кул антител, которые различаются по одной или более CDR, например, различия могут иметься во всех 

шести CDR или в одной, или более определенных CDR, таких как CDR3 тяжелой цепи и/или CDR3 лег-

кой цепи. 

Молекулы антител и других связывающих молекул более подробно описаны в других разделах в 

данном документе. Однако потенциал настоящего изобретения не ограничивается дисплеем антител и 

охватывает дисплей библиотек пептидов или сконструированных белков, включая рецепторы, лиганды, 

отдельные белковые домены и альтернативные каркасные белки [58, 59]. Направляемое нуклеазой сайт-

специфическое встраивание может быть использованы для создания библиотек других типов связываю-

щих молекул, ранее конструируемых с использованием других систем дисплея. Многие из них включают 

мономерные связывающие домены, такие как дарпины и липокалины, аффитела и адхироны [58, 59, 152]. 

Дисплей на клетках эукариот, особенно клетках млекопитающих, также открывает возможность для вы-

деления и конструирования связывающих молекул или мишеней, включая более сложные, мультимер-

ные мишени. Например, T-клеточные рецепторы (TCR) экспрессированы на T-клетках и эволюционно 

распознают пептид, презентированный в комплексе с молекулами ГКГС на антиген-презентирующих 

клетках. Могут быть созданы библиотеки, кодирующие и экспрессирующие репертуар TCR, и может 

быть произведен их скрининг для идентификации связывания с пептидными комплексами ГКГС, как 

дополнительно описано в других разделах в данном документе. 

В случае мультимерных связывающих молекул, донорная ДНК, кодирующая связывающую моле-

кулу, может быть представлена в виде одной или более молекул ДНК. Например, если необходимо от-

дельно экспрессировать VH- и VL-домены, их могут кодировать отдельные молекулы донорной ДНК. 

Донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК во многих сайтах встраивания, например, ген связываю-

щей молекулы для VH в одном локусе и ген связывающей молекулы для VL во втором локусе. Способы 

введения донорной ДНК, кодирующей отдельные субъединицы связывающей молекулы, описаны более 

подробно в других разделах в данном документе. В качестве альтернативы, обе субъединицы или части 

мультимерной связывающей молекулы могут кодироваться одной и той же молекулой донорной ДНК, 

которая встраивается в фиксированный локус. 

Связывающая молекула может представлять собой молекулу антитела или белок, отличный от ан-

титела, которая содержит антигенсвязывающий сайт. Антигенсвязывающий сайт может быть получен 

посредством компоновки пептидных петель на каркасных белках, отличных от антитела, таких как фиб-

ронектин или цитохром В и т. д. или путем рандомизации, или мутации аминокислотных остатков петли 

внутри каркасного белка для обеспечения связывания с требуемой мишенью [60, 61, 62]. Каркасные бел-

ки для миметиков антител описаны в источнике WO/0034784, в котором авторы изобретения описывают 

белки (миметики антител), которые содержат домен фибронектина типа III, имеющий по меньшей мере 

одну рандомизированную петлю. Подходящий каркасный белок, в который может быть встроена одна 

или более пептидных петель, например, репертуар петель VH CDR антитела, может быть получен из лю-

бого домена представителя супер семейства генов иммуноглобулинов. Каркасный белок может пред-

ставлять собой человеческий белок или белок, не относящийся человеческому. 

Применение антигенсвязывающих сайтов в каркасных белках, отличных от антитела, было ранее 

рассмотрено [63]. Обычно такие белки имеют стабильный остов и одну или более вариабельных петель, 

причем в аминокислотную последовательность петли или петель целенаправленно, или случайным обра-

зом вносят мутации для получения антигенсвязывающего сайта, обеспечивающего связывание с антиге-

ном-мишенью. Такие белки включают IgG-связывающие домены белка А из S. aureus, трансферрин, тет-

ранектин, фибронектин (например, 10-й домен фибронектина типа III) и липокалины. Другие подходы 

включают применение небольших пептидов с ограниченной конформацией, например, на основе "нотти-

на" и каркасные белки циклотиды [64]. Учитывая их небольшой размер и сложность, особенно что каса-

ется правильного образования дисульфидной связи, преимущества могут заключаться в применении эу-

кариотических клеток для отбора новых связывающих молекул на основе этих каркасных белков. Учи-

тывая общие функции этих пептидов в природе, преимущества могут заключаться в применении библио-

тек связывающих молекул на основе этих каркасных белков для создания небольших высокоаффинных 

связывающих молекул, особенно что касается применения для блокировки ионных каналов и протеаз. 

Помимо последовательностей антител и/или антигенсвязывающего сайта связывающая молекула 

может содержать другие аминокислоты, например, формирующие пептид или полипептид, как, напри-

мер, домен со складчатой структурой, или для придания молекуле другой функциональной характери-

стики помимо способности к связыванию антигена. Связывающая молекула может нести детектируемую 

метку или может быть конъюгирована с токсином, или нацеливающим фрагментом, или ферментом (на-

пример, через пептидильную связь или линкер). Например, связывающая молекула может включать ка-

талитический сайт (например, в домене фермента), а также антигенсвязывающий сайт, при этом антиген-

связывающий сайт связывается с антигеном и, таким образом, нацеливает каталитический сайт на анти-

ген. Каталитический сайт может подавлять биологическую функцию антигена, например, путем расщеп-

ления. 
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Молекулы антител. 

Молекулы антител являются предпочтительными связывающими молекулами. Молекулы антител 

могут представлять собой полноразмерные антитела или иммуноглобулины (lg), которые имеют четыре 

полипептидные цепи - две идентичные тяжелые цепи и две идентичные легкие цепи. Тяжелые и легкие 

цепи формируют пары, каждая из них представляет собой пару VH-VL-доменов, которые содержат анти-

генсвязывающий сайт. Тяжелые и легкие цепи также содержат константные области: CL легкой цепи и 

CH1, CH2, CH3 и иногда CH4 тяжелой цепи (пятый домен CH4 содержится в IgM и IgE человека). Две 

тяжелые цепи соединены дисульфидными мостиками в гибкой шарнирной области. Молекула антитела 

может содержать VH- и/или VL-домен. 

Наиболее распространенным природным форматом молекулы антитела является IgG, которые 

представляет собой гетеротетрамер, состоящий из двух идентичных тяжелых цепей и две двух идентич-

ных легких цепей. Тяжелые и легкие цепи состоят из модульных доменов с консервативной вторичной 

структурой, состоящей из четырехслойного антипараллельного бета-складчатого слоя и трехслойного 

антипараллельного бета-складчатого слоя, стабилизированных одной дисульфидной связью. Каждая из 

тяжелых цепей антител имеет N-концевой вариабельный домен (VH) и 3 относительно консервативных 

"константных" иммуноглобулиновых домена (CH1, CH2, CH3), тогда как легкая цепь имеет один N-

концевой вариабельный домен (VL) и один константный домен (CL). Дисульфидные связи стабилизиру-

ют отдельные домены и формируют ковалентные связи для соединения четырех цепей в стабильный 

комплекс. VL и CL легкой цепи ассоциированы с VH и CH1 тяжелой цепи, и эти элементы могут быть 

экспрессированы отдельно с формированием Fab-фрагмента. CH2- и CH3-домены (также называемые 

"Fc-доменом") ассоциированы с другой парой CH2:CH3 с образованием тетрамерной Y-образной моле-

кулы, причем вариабельные домены из тяжелой и легкой цепей расположены на вершине "Y". CH2- и 

CH3-домены отвечают за взаимодействия с эффекторными клетками и компонентами системы компле-

мента в пределах иммунной системы. Рекомбинантные антитела были ранее экспрессированы в формате 

IgG или в виде Fab-фрагментов (состоящих из димера VH:CH1 и легкой цепи). В дополнение к этому, 

может быть использована искусственная конструкция, называемая одноцепочечным Fv (scFv), состоящая 

из ДНК, кодирующей VH- и VL- фрагменты, генетически слитые с ДНК, кодирующей гибкий линкер. 

Связывающие молекулы могут представлять собой молекулы антител человека. Таким образом, в 

случае наличия константных доменов, они предпочтительно представляют собой константные домены 

человека. 

Связывающие молекулы могут представлять собой фрагменты антител или молекулы антител 

меньшего формата, как, например, одноцепочечные молекулы антител. Например, молекулы антител 

могут представлять собой молекулы scFv, состоящие из VH-домена и VL-домена, соединенных линкер-

ным пептидом. В молекуле scFv VH- и VL-домены формируют пару VH-VL, в которой области, опреде-

ляющие комплементарность, VH- и VL-доменов объединяются с образованием антигенсвязывающего 

сайта. 

Другие фрагменты антител, которые содержат антигенсвязывающий сайт антитела, включают, в 

том числе, (i) Fab-фрагмент, состоящий из VL-, VH-, CL- и CH1-доменов; (ii) Fd-фрагмент, состоящий из 

VH- и CH1-доменов; (iii) Fv-фрагмент, состоящий из VL- и VH-доменов одного антитела; (iv) dAb-

фрагмент [65, 66, 67], который состоит из VH- или VL-домена; (v) выделенные CDR-области; (vi) F(ab')2-

фрагменты, бивалентный фрагмент, содержащий два связанных Fab-фрагмента (vii) scFv, причем VH-

домен и VL-домен связаны пептидным линкером, что обеспечивает ассоциацию двух доменов с образо-

ванием антигенсвязывающего сайта [68, 69]; (viii) биспецифические одноцепочечные Fv-димеры 

(PCT/US92/09965) и (ix) "диатела", мультивалентные или мультиспецифические фрагменты, сконструи-

рованные путем слияния генов (WO94/13804; [70]). Fv, scFv или молекулы диател могут быть стабилизи-

рованы путем включения дисульфидных мостиков, связывающих VH- и VL-домены [71]. 

Были сконструированы различные другие молекулы антител, включая один или более антигенсвя-

зывающих сайтов антитела, включая, например, Fab2, Fab3, диатела, триатела, тетратела и минитела (не-

большие иммунные белки). Были описаны молекулы антител и способы их создания и применения [72]. 

Другими примерами связывающих фрагментов являются Fab', который отличается от Fab-

фрагмента вставкой нескольких остатков на карбоксильном конце CH1-домена тяжелой цепи, включая 

один или более цистеиновых остатков из шарнирной области антитела, и Fab'-SH, который представляет 

собой Fab'-фрагмент, в котором цистеиновый(е) остаток(ки) константных доменов несут свободную тио-

ловую группу. 

dAb (доменное антитело) представляет собой небольшой мономерный антигенсвязывающий фраг-

мент антитела, а именно вариабельную область тяжелой или легкой цепи антитела. VH dAb встречаются 

у представителей верблюжьих (например, верблюд, лама) и могут быть получены путем иммунизации 

верблюжьих антигеном-мишенью, выделения антиген-специфических B-клеток и непосредственного 

клонирования генов dAb, полученных из отдельных B-клеток. dAb также могут быть получены в культу-

ре клеток. Их небольшие размер, хорошая растворимость и термостабильность делают их особенно при-

годными и подходящими с физиологической точки зрения для отбора и созревания аффинности. VH dAb 

верблюжьих разрабатываются для применения в терапевтических целях под названием "nanobodies". 
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Синтетические молекулы антител могут быть созданы путем экспрессии генов, полученных с по-

мощью олигонуклеотидов, синтезированных и собранных в составе подходящих экспрессирующих век-

торов, например, как было описано Knappik et al. [73] или Krebs et al. [74]. 

Биспецифические или бифункциональные антитела формируют второе поколение моноклональных 

антител, в которых две разные вариабельные области объединены в одной и той же молекуле [75]. Их 

применение было продемонстрировано как в области диагностики, так и в области терапии из-за их спо-

собности к вовлечению новых эффекторных функций или целенаправленного связывания с несколькими 

молекулами на поверхности опухолевых клеток. Если необходимо использовать биспецифические анти-

тела, они могут представлять собой стандартные биспецифические антитела, которые могут быть изго-

товлены многими способами [76], например могут быть получены химическими методами или из меж-

видовых гибридом, или могут представлять собой любые из фрагментов биспецифических антител, упо-

мянутые выше. Эти антитела смогут быть получены с помощью химических методов [77, 78] или сома-

тических методов [79, 80], но аналогичным образом и предпочтительно с помощью методов генетиче-

ской инженерии, которые обеспечивают гетеродимеризацию и, таким образом, облегчают процесс необ-

ходимой очистки антител [81]. Примеры биспецифических антител включают антитела, полученные с 

помощью технологии BiTE, в которой могут быть использованы связывающие домены двух антител с 

разной специфичностью и непосредственно связаны через короткие гибкие пептиды. Это позволяет объ-

единить два антитела на одной короткой полипептидной цепи. Диатела и scFv могут быть сконструиро-

ваны без Fc-области с использованием только вариабельных доменов, что позволяет потенциально 

уменьшить влияние антиидиотипических взаимодействий. 

Биспецифические антитела могут быть сконструированы в виде полного IgG в виде биспецифиче-

ского Fab'2, в виде Fab'PEG, в виде диател или же в виде биспецифического scFv. Кроме того, два биспе-

цифических антитела могут быть связаны с использованием стандартных способов, известных в данной 

области, с образованием тетравалентных антител. 

Биспецифические диатела, в отличие от биспецифических полноразмерных антител также могут 

оказаться особенно пригодными. Отбор диател (и многих других полипептидов, как, например, фрагмен-

тов антител), обладающих соответствующей специфичностью связывания, не представляет никаких 

трудностей. Если один участок диатела не должно изменяться, например, со специфичностью, направ-

ленной против представляющего интерес антигена, то может быть создана библиотека, при этом изменя-

ется другой участок и происходит отбор антитела с соответствующей специфичностью. Биспецифиче-

ские полноразмерные антитела могут быть созданы с помощью альтернативных методов генной инжене-

рии, которые описаны в источнике Ridgeway et al., 1996 [82]. 

Библиотека согласно настоящему изобретению может быть использована для отбора молекулы ан-

титела, которая связывает один или более антигенов, представляющих интерес. Отбор из библиотек под-

робно описан ниже. После отбора затем может быть сконструирована молекула антитела в другом фор-

мате и/или с включением дополнительных признаков. Например, отобранная молекула антитела может 

быть преобразована в другой формат, как, например, один из форматов антител, описанных выше. Ото-

бранные молекулы антител и молекулы антител, содержащие CDR VH и/или VL отобранных молекул 

антител, относятся к одному из аспектов настоящего изобретения. Молекулы антител и кодирующая их 

нуклеиновая кислота могут быть получены в чистом виде. 

Могут быть получены фрагменты антител, начиная с молекулы антитела, с помощью способов, та-

ких как расщепление ферментами, например, пепсином или папаином, и/или путем расщепления ди-

сульфидных мостиков с помощью химического восстановления. Другим способом фрагменты антител 

могут быть получены с помощью методов генетической рекомбинации, хорошо известных специалисту в 

данной области, или же с помощью пептидного синтеза, например, с помощью автоматизированных син-

тезаторов пептидов или с помощью синтеза и экспрессии нуклеиновых кислот. 

Существует возможность взять моноклональные и другие антитела и применить методы технологии 

рекомбинантной ДНК для получения других антител или рекомбинантных молекул, которые связывают 

антиген-мишень. Такие методы могут включать введение ДНК, кодирующей вариабельную область им-

муноглобулина, или CDR одного антитела в константные области или константные области плюс кар-

касные области другого иммуноглобулина. См., например, ЕР-А-184187, GB 2188638A или ЕР-А-239400 

и многочисленные последующие литературные источники. 

Молекулы антител могут быть отобраны из библиотеки и затем модифицированы, например, время 

полужизни молекулы антитела in vivo может быть увеличено за счет химической модификации, напри-

мер, пегилирования или за счет заключения в липосому. 

Источники генов связывающих молекул. 

В традиционном методе создания моноклональных антител используется иммунная система лабо-

раторных животных, таких как мыши и кролики, для создания пула высокоаффинных антител, которые 

затем выделяют путем применения гибридомной технологии. В настоящем изобретении предложен аль-

тернативный метод идентификации антител, вырабатываемых в результате иммунизации. Гены VH- и 

VL-цепей могут быть амплифицированы после поучения из B-клеток иммунизированных животных, и 

клонированы в соответствующий вектор для введения в библиотеки эукариотических клеток с после-
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дующим отбором из этих библиотек. Фаговый дисплей и рибосомный дисплей дает возможность конст-

руировать очень большие библиотеки (>10
9
 клонов), обеспечивая выделение антител человека в отсутст-

вие иммунизации. Настоящее изобретение также может быть использовано в сочетании с такими спосо-

бами. После раундов отбора с помощью фагового дисплея отобранная популяция связывающих молекул 

может быть введена в эукариотические клетки с помощью направляемого нуклеазой встраивания, как 

описано в данном документе. Это дает возможность первоначального применения очень больших биб-

лиотек, основанных на других системах (например, фаговый дисплей), для обогащения популяции свя-

зывающих молекул, при этом обеспечивая их эффективный скрининг с использованием эукариотических 

клеток, как описано выше. Таким образом, в настоящем изобретении могут сочетаться наилучшие при-

знаки как фагового дисплея, так и дисплея на поверхности эукариотических клеток для получения высо-

коэффективной системы, обеспечивающей количественный скрининг и сортировку. 

С использованием фагового дисплея и дрожжевого дисплея ранее было продемонстрировано, что 

также существует возможность создания связывающих молекул, не прибегая к иммунизации, при усло-

вии, что используются дисплейные библиотеки достаточного размера. Например, множество связываю-

щих молекул было создано с использованием библиотеки неиммунных антител, состоящей из >10
7
 кло-

нов [83]. Это в свою очередь дает возможность создания связывающих молекул, специфических к мише-

ням, которые трудно получить с помощью традиционных методов иммунизации, например, создания 

антител к "аутоантигенам" или эпитопам, которые консервативны у разных видов. Например, перекрест-

но-реагирующие связывающие молекулы человека/мыши могут быть обогащены путем последователь-

ного отбора, произведённого на вариантах аналогичной молекулы-мишени человека, а затем мыши. По-

скольку специфическая иммунизация людей против представляющих интерес молекул-мишеней не 

представляется возможной, это свойство является особо важным для создания антител человека, которые 

являются предпочтительными для реализации терапевтических подходов. 

До настоящего времени в примерах дисплея на клетках млекопитающих, в которых размеры и каче-

ство библиотеки были ограниченными, связывающие молекулы были только созданы с использованием 

репертуаров, которые были предварительно обогащены связывающими молекулами, например, в резуль-

тате иммунизации или в результате конструирования уже существующих связывающих молекул. Спо-

собность получения больших библиотек в эукариотических клетках, а особенно в клетках высших эука-

риот создает возможность для выделения связывающих молекул непосредственно из этих библиотек, 

начиная с неиммунных связывающих молекул или связывающих молекул, которые ранее не были ото-

браны в другой системе. С настоящим изобретением становится возможным создание связывающих мо-

лекул из неиммунных источников. Это в свою очередь открывает возможности для использования генов 

связывающих молекул из многих источников. Гены связывающих молекул могут быть получены в ре-

зультате ПЦР с использованием генов природных источников, как, например, генов антител. Гены свя-

зывающих молекул также могут быть повторно клонированы на основе существующих библиотек, как, 

например, библиотек антител, полученных с помощью фагового дисплея, и клонированы в подходящий 

донорный вектор для направляемого нуклеазой встраивания в клетки-мишени. Связывающие молекулы 

могут быть полностью или частично синтетическими по происхождению. Кроме того, различные типы 

связывающих молекул описаны в других разделах в данном документе, например, гены связывающих 

молекул могут кодировать антитела или могут кодировать альтернативные каркасные белки [58, 59], 

пептиды или сконструированные белки, или белковые домены. 

Дисплей связывающих молекул. 

Для получения репертуара связывающих молекул с целью скрининга мишеней, представляющих 

интерес, клетки библиотеки могут быть культивированы для экспрессии связывающих молекул либо в 

растворимой, секретируемой форме, либо в трансмембранной форме. Для дисплея на клеточной поверх-

ности необходимо удержание экспрессированной связывающей молекулы на клеточной поверхности, 

которая ее кодирует. Связывающие молекулы могут содержать мембранный якорь или быть связанными 

с ним, как, например, трансмембранный домен, для внеклеточного дисплея связывающей молекулы на 

клеточной поверхности. Это может включать прямое слияние связывающей молекулы с сигнальной по-

следовательностью, отвечающей за локализацию на мембране, как, например, распознаваемая последо-

вательность GPI, или с трансмембранным доменом, как, например, трансмембранный домен рецептора 

PDGF [84]. Удержание связывающих молекул на клеточной поверхности также может осуществляться 

опосредованно путем ассоциации с другой удерживаемой на клеточной поверхности молекулой, экс-

прессированной в той же самой клетке. Эта ассоциированная молекула как таковая может входить в со-

став гетеродимерной связывающей молекулы, как, например, закрепленной тяжелой цепи антитела в 

сочетании с партнером - легкой цепью, которая закреплена опосредовано. 

Хотя иммобилизация на клеточной поверхности облегчает отбор связывающих молекул, во многих 

случаях применения требуется получение секретируемых связывающих молекул в отсутствие иммобили-

зации. Существует возможность сочетания закрепления в мембране и секреции в растворимой форме с 

использованием способа повторного улавливания для прикрепления секретируемых связывающих моле-

кул к рецепторам клеточной поверхности. Один подход заключается в форматировании библиотеки свя-

зывающих молекул в качестве секретируемых молекул, которые могут связываться с заякоренной в мем-
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бране молекулой, экспрессированной в той же самой клетке, функция которой может состоять в улавли-

вании секретируемых связывающих молекул. Например, в случае антител или связывающих молекул, 

слитых с Fc-доменами антител, закрепленный на мембране Fc-фрагмент может "отбирать" секретируе-

мые связывающие молекулы, которые экспрессируются в той же самой клетке, что приводит к дисплею 

мономерной фракции связывающих молекул, которые экспрессируются, тогда как остальные молекулы 

секретируются в бивалентной форме (US 8551715). Альтернатива заключается в применении закреплен-

ного связывающего домена IgG, как, например, белка А. 

Другие способы удержания секретируемых антител с использованием клеток, которые их продуци-

руют, рассмотрены в источнике Kumar et al. (2012) [85] и включают инкапсуляцию клеток внутри микро-

капель, улавливание с помощью матрикса, дисплей на поверхности посредством улавливания по степени 

аффинности (ACSD), технологию секреции и улавливания (SECANT) и "холодного улавливания" [85]. В 

примерах, приведенных для описания ACSD и SECANT [85], для облегчения иммобилизации стрептави-

дина или улавливающего антитела на клеточной поверхности используется биотинилирование. Связан-

ная молекула в свою очередь улавливает секретируемые антитела. В примере с SECANT биотинилирова-

ние секретируемой молекулы происходит in vivo. С использованием метода "холодного улавливания" 

секретируемое антитело может быть обнаружено на продуцирующих клетках с использованием антител, 

специфических к секретируемой молекуле. Было выдвинуто предположение, что это обусловлено связью 

секретируемого антитела с гликокаликсом клетки [86]. В качестве альтернативы было предложено, что 

секретируемый продукт захватывается окрашенными антителами на клеточной поверхности до эндоци-

тоза [87]. Приведенные выше способы были использованы для идентификации клонов с высоким уров-

нем экспрессии в пределах популяции, но потенциально они могут быть адаптированы для идентифика-

ции специфичности связывания, при условии, что связь с клеточной поверхностью характеризуется дос-

таточной продолжительностью. 

Даже в том случае, когда связывающая молекула непосредственно закреплена на клеточной по-

верхности, существует возможность получения растворимого продукта. Например, ген, кодирующий 

отобранную связывающую молекулу, может быть выделен и клонирован в экспрессирующий вектор, в 

котором отсутствует заякоренная в мембране последовательность. В качестве альтернативы и как проде-

монстрировано в примерах, может быть использована экспрессирующая конструкция, в которой транс-

мембранный домен кодируется в составе экзона, фланкированного сайтами рекомбинации, например, 

сайтами распознавания ROX для рекомбиназы Dre [88]. В этом примере экзон, кодирующий трансмем-

бранный домен, может быть удален путем трансфекции гена, кодирующего рекомбиназу Dre, для пере-

ключения экспрессии на секретируемую форму. Как продемонстрировано в данном документе, секрети-

руемое антитело было получено по этому способу в отсутствие необходимости в действии рекомбиназы. 

Предположительно это произошло в результате альтернативного сплайсинга [89]. 

Любые из приведенных выше способов или другие подходящие подходы могут быть использованы 

для обеспечения того, что связывающие молекулы, экспрессированные с использованием клонов биб-

лиотеки, представлены на поверхности клеток, которые их экспрессируют. 

Скрининг для идентификации связывающих молекул, специфических по отношению к мишени, 

представляющей интерес. 

Как отмечалось выше, библиотека эукариотических клеток может быть использована в способе 

скрининга связывающих молекул, которые распознают мишень. 

Такой способ может включать: получение библиотеки, как описано в данном документе, культиви-

рование клеток библиотеки для экспрессии связывающих молекул, экспонирование мишеней со связы-

вающими молекулами, обеспечение распознавания мишени одной или более связывающими молекула-

ми, в случае наличия, и обнаружение распознавания мишени когнатной связывающей молекулой. 

Отборы могут быть проведены с использованием целого ряда классов молекул-мишеней, например, 

белка, нуклеиновой кислоты, углевода, липида, небольших молекул. Мишень может быть представлена в 

растворимой форме. Мишень может быть мечена для облегчения обнаружения, например, она может 

нести а флуоресцентную метку или она может быть биотинилирована. Клетки, экспрессирующие связы-

вающую молекулу, специфическую к мишени, могут быть выделены с использованием прямо или опо-

средованно меченой молекулы-мишени, при этом связывающая молекула улавливает меченую молекулу. 

Например, клетки, которые связываются посредством взаимодействия связывающей молекулы и мишени 

с флуоресцентно меченой мишенью, могут быть обнаружены и отсортированы с помощью проточной 

цитометрии или FACS для выделения требуемых клеток. Для проведения отборов, включающих цито-

метрию, требуются молекулы-мишени, которые непосредственно мечены флуоресцентной меткой или 

мечены молекулами, которые могут быть обнаружены с использованием вторичных реагентов, напри-

мер, к клеткам может быть добавлена биотинилированная молекула-мишень, а связывание с клеточной 

поверхностью может быть обнаружено с использованием меченого флуоресцентной меткой стрептави-

дина, как, например, стрептавидина-фикоэритрина. Дополнительная возможность заключается в иммо-

билизации молекулы-мишени или вторичных реагентов, которые связываются с мишенью, на твердой 

подложке, как, например, магнитных микрогранулах или агарозных микрогранулах, для обеспечения 

обогащения клеток, которые связывают мишень. Например, клетки, которые связываются посредством 
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взаимодействия связывающей молекулы и мишени с биотинилированной молекулой-мишенью, могут 

быть выделены на субстрате, покрытом стрептавидином, например, микрогранулах, покрытых стрепта-

видином. 

При скрининге библиотек предпочтительно делать выборку в избытке, т.е. использовать больше 

клонов, чем количество независимых клонов, содержащихся в составе библиотеки, для обеспечения эф-

фективного представления библиотеки. Идентификация связывающих молекул из очень больших биб-

лиотек, получаемых по настоящему изобретению, может быть осуществлена с помощью проточной сор-

тировки, но может занять несколько дней, особенно в случае избыточной выборки библиотеки. В качест-

ве альтернативы первоначальные отборы могут быть основаны на применении антигена, поддающегося 

выделению, например, биотинилированного антигена, выделенного на магнитных микрогранулах, по-

крытых стрептавидином. Таким образом, магнитные микрогранулы, покрытые стрептавидином, могут 

быть использованы для улавливания клеток, которые связались с биотинилированным антигеном. Отбор 

с помощью магнитных микрогранул может быть использован в качестве единственного способа отбора 

или он может осуществляться в сочетании с проточной цитометрией, в случае чего может быть достиг-

нуто лучшее разрешение, например, дифференциация между клоном с более высокими уровнями экс-

прессии и клоном с более высокой аффинностью [56, 57]. 

Природа in vitro подходов дисплейных технологий делает возможным контроль отбора таким обра-

зом, что не представляется возможным за счет иммунизации, например, путем отбора при определенном 

конформационном состоянии мишени [90, 91]. Мишени могут быть мечены посредством химической 

модификации (флуоресцеин, биотин) или путем слияния генов (например, белок, слитый с эпитопной 

меткой, как, например, метка FLAG, или другим доменом белка или целым белком). В качестве метки 

может выступать нуклеиновая кислота (например, ДНК, РНК или небиологические нуклеиновые кисло-

ты), причем метка представляет собой участок, слитый с целевой нуклеиновой кислотой, или может быть 

присоединена химическими методами к молекуле другого типа, как, например, белку. Это может дости-

гаться посредством химической конъюгации или посредством ферментативного присоединения [92]. 

Нуклеиновая кислота также может быть слита с мишенью в процессе трансляции, как, например, в слу-

чае рибосомного дисплея. "Метка" может представлять собой другую модификацию, встречающуюся 

внутри клетки (например, гликозилирование, фосфорилирование, убиквитинирование, алкилирование, 

пасилирование, сумоилирование и другие модификации, описанные в базе данных посттрансляционных 

модификаций (db-PTM) на сайте http://dbptm.mbc.nctu.edu.tw/statistics.php), которые могут быть обнару-

жены с помощью вторичных реагентов. Это позволит получить связывающие молекулы, которые связы-

вают неизвестный белок-мишень на основе определенной модификации. 

Мишени могут быть обнаружены с использованием существующих связывающих молекул, которые 

связываются с такой молекулой-мишенью, например, антител, специфических к мишеням. Применение 

существующих связывающих молекул для обнаружения будет давать дополнительное преимущество 

идентификации связывающих молекул в составе библиотеки связывающих молекул, которые распознают 

эпитоп, отличный от связывающей молекулы, используемой для обнаружения. Таким способом могут 

быть идентифицированы пары связывающих молекул для таких применений, как сэндвич-ИФА. По воз-

можности предпочтительно использовать очищенную молекулу-мишень. В качестве альтернативы ми-

шень может быть представлена на поверхности популяции клеток-мишеней, а связывающие молекулы 

представлены на поверхности клеток библиотеки, причем способ включает экспонирование мишеней со 

связывающими молекулами путем приведения клеток библиотеки в контакт с клетками-мишенями. Вы-

деление клеток, экспрессирующих мишень (например, с использованием клеток, экспрессирующих био-

тинилированную мишень), дает возможность обогащения клеток, которые экспрессируют молекулы, 

связывающиеся с ними. Использование данного подхода будет полезным в случаях, когда вовлечены 

низкоаффинные взаимодействия, поскольку существует потенциал для сильного эффекта авидности. 

Молекула-мишень также может представлять собой неочищенные рекомбинантные или неочищен-

ные природные мишени, при условии, что доступна детектирующая молекула для идентификации связы-

вания с клеткой (как описано выше). В дополнение к этому, связывание молекулы-мишени с клеткой, 

экспрессирующей связывающую молекулу, может быть обнаружено опосредованно через связь молеку-

лы-мишени с другой молекулой, которую подлежит обнаружению, например, клеточный лизат, содер-

жащий меченую молекулу, может быть инкубирован с библиотекой связывающих молекул для иденти-

фикации молекул, не только с меченой молекулой, но также, молекул, связывающихся с ассоциирован-

ными белками-партнерами. В результате этого будет получена панель антител к этим партнерам, которая 

может быть использована для обнаружения или идентификации партнера (например, с использованием 

масс-спектрометрии). Фракционирование клеток может быть использовано для обогащения молекул-

мишеней, полученных из определенных субклеточных структур. В качестве альтернативы дифференци-

альное биотинилирование поверхности или цитоплазматических фракций может быть использовано в 

сочетании с детектирующими реагентами на основе стрептавидина для дисплея на поверхности эукарио-

тических клеток [93, 94]. Применение препаратов молекул-мишеней, солюбилизированных с помощью 

поверхностно-активных веществ, является особенно пригодным подходом для интактных мембранных 

белков, таких как GPCR и ионные каналы, которые в других случаях сложно получить. Наличие поверх-
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ностно-активных веществ может оказывать отрицательное воздействие на эукариотические клетки, не-

сущие связывающие молекулы, что требует выделения генов связывающих молекул без дальнейшего 

выращивания отобранных клеток. 

После обнаружения распознавания мишени когнатной связывающей молекулой, могут быть выде-

лены клетки клона, содержащего ДНК, кодирующую когнатную связывающую молекулу. Затем может 

быть выделена ДНК, кодирующая связывающую молекулу (например, идентифицированная или ампли-

фицированная) с использованием выделенного клона, в результате чего получают ДНК, кодирующую 

связывающую молекулу, которая распознает мишень. 

Примеры связывающих молекул и мишеней подробно описаны других разделах в данном докумен-

те. Классическим примером является библиотека молекул антител, которые могут подвергаться скринин-

гу в отношении связывания с представляющим интерес антигеном-мишенью. Другие примеры включают 

скрининг библиотеки TCR против целевого комплекса молекул ГКГС и пептида или скрининг библиоте-

ки комплексов пептида и молекул ГКГС против целевого TCR. 

Взаимодействие TCR, молекул ГКГС и других рецепторов. 

T-клеточные рецепторы (TCR) экспрессированы на T-клетках и эволюционно распознают пептид, 

презентированный в комплексе с молекулами ГКГС на антиген-презентирующих клетках. TCR пред-

ставляют собой гетеродимеры, состоящие в 95% случаев из гетеродимеров альфа и бета и в 5% случаев 

из гетеродимеров гамма и дельта. Обе мономерные единицы имеют N-концевой домен иммуноглобули-

на, который имеет 3 вариабельные области, определяющие комплементарность (CDR), вовлеченные в 

осуществление взаимодействия с мишенью. Функциональный TCR содержится в составе комплекса с 

другими субъединицами, а передача сигнала усиливается за счет костимуляции с помощью молекул CD4 

и CD8 (молекулы, специфические по отношению к молекулам ГКГС класса I и класса II, соответствен-

но). На антиген-презентирующих клетках белки подвергаются процессингу и презентации на клеточной 

поверхности в комплексе с молекулами ГКГС, которые сами по себе входят в состав мультимерного бел-

кового комплекса. TCR, распознающие "собственные" пептиды, удаляются на протяжении развития, а 

сборка системы для распознавания чужеродных пептидов, представленных на антиген-презентирующих 

клетках, происходит для вызова иммунного ответа. Результат распознавания комплекса пептида и моле-

кул ГКГС зависит от типа T-клеток и аффинности такого взаимодействия. 

Большую ценность представляет идентификация генов, кодирующих TCR или комплексы пептида и 

молекул ГКГС, которые отвечают за взаимодействия, вовлеченные в патологический процесс, например, 

который характерен для аутоиммунного заболевания. В случае аутоиммунного заболевания идентифика-

ция взаимодействующих партнеров, например, TCR, отвечающих за патологический процесс, может соз-

дать условия либо для специфической блокировки таких взаимодействий, либо для удаления цитотокси-

ческих клеток с нарушенной функцией. Было бы желательно сконструировать TCR для изменения 

свойств связывания, например, за счет повышения аффинности к представляющим интерес мишеням, 

например, путем перенацеливании T-клеток в случае злокачественной опухоли или усиления воздейст-

вия существующих T-клеток [95]. В качестве альтернативы поведение регуляторных или супрессорных 

T-клеток может быть изменено в качестве терапевтического воздействия, например, для ведения или 

усиления иммунотерапии злокачественной опухоли путем введения специфических TCR в T-клетки или 

путем использования экспрессированного белка TCR в качестве компонентов терапии [96]. 

Дисплей библиотек TCR на поверхности дрожжевых клеток и клеток млекопитающих был ранее 

продемонстрирован. В случае дрожжевых клеток было необходимо сконструировать TCR и представить 

его в формате одноцепочечной молекулы. Поскольку аффинность взаимодействия между TCR и ком-

плексом пептида, и молекулами ГКГС является низкой, растворимый компонент (например, в данном 

случае пептид и МНС) обычно представлен в формате мультимерной молекулы. Были сконструированы 

пептиды со специфичностью TCR в комплексе с молекулами ГКГС класса I [97] и ГКГС класса II [98]. 

TCR также были экспрессированы на поверхности мутантных T-клеток мыши (в которых отсутствуют 

альфа- и бета-цепи TCR), и были выделены варианты TCR с улучшенными связывающими свойствами 

[99]. Например, в источнике Chervin et al. описано введение TCR путем заражения ретровирусами, и бы-

ла создана библиотека с действительным размером 10
4
 клонов [100]. С использованием направляемого 

нуклеазой встраивания связывающих молекул, который предложен в данном документе, может быть ис-

пользован аналогичный подход для конструирования T-клеток. Наряду с отбором TCR с измененными 

свойствами распознавания могут быть использованы дисплейные библиотеки для скрининга библиотек 

пептидов или вариантов молекул ГКГС для распознавания TCR. Например, комплексы пептида и моле-

кул ГКГС были представлены на поверхности клеток насекомых и использованы для картирования эпи-

топов TCR, представленных в формате мультимерной молекулы [101]. 

Как отмечалось выше, способы скрининга могут включать дисплей репертуара связывающих моле-

кул на клеточной поверхности и исследование с использованием мишени, представленной в виде раство-

римой молекулы, которая может представлять собой мультимерную мишень. В качестве альтернативы, 

которая может быть особенно полезной в случае мультимерных мишеней, может быть использован не-

посредственный скрининг межклеточных взаимодействий, при которых связывающая молекула и ми-

шень представлены на поверхности разных клеток. Например, если активация представляющего интерес 
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TCR приводит к экспрессии репортерного гена, это может быть использовано для идентификации акти-

вирующих пептидов или активирующих молекул МНС, содержащихся в составе библиотеки пептидов и 

МНС. В этом конкретном примере репортерная клетка не кодирует молекулу из библиотеки, но может 

быть использована для идентификации клетки, которая действительно кодирует ее. Данный подход по-

тенциально может распространяться на подход, основанный на "сравнении одной библиотеки с другой". 

Например, развивая пример, описанный выше, может быть произведен скрининг библиотеки TCR против 

библиотеки пептидов и МНС. В более широком смысле пример скрининга библиотеки связывающих 

молекул, представленных на поверхности одной клетки, с использованием партнера по связыванию на 

другой клетке, может быть перенесен на другие типы межклеточных взаимодействий, например, для 

идентификации связывающих молекул, которые подавляют или активируют передачу сигнала в пределах 

путей Notch или Wnt. Таким образом, настоящее изобретение может быть использовано в альтернатив-

ных клеточных системах скрининга, включая системы распознавания на основе межклеточных взаимо-

действий. 

В качестве примера, рекомбинантные рецепторы антигенов ("CARS") образуются в результате сли-

яние между связывающим доменом антитела (обычно имеющим формат в scFv) и сигнальным доменом. 

Они были введены в T-клеток с целью перенацеливания T-клеток in vivo для атаки опухолевых клеток 

посредством распознавания антитела и связывания с опухоль-специфическими антигенами. Целый ряд 

разных факторов может повлиять на успех данной стратегии, включая сочетание специфичности антите-

ла, формата, аффинности антитела, длину линкера, слитый сигнальный модуль, уровень экспрессии в T-

клетках, подтип T-клеток и взаимодействие CAR с другими сигнальными молекулами [102, 103]. Воз-

можность создания больших библиотек CAR с использованием первичной культуры T-клеток, вклю-

чающих отдельные переменные, приведенные выше, и или их комбинации, позволит осуществлять функ-

циональный поиск эффективной и оптимальной конструкции CAR. Этот функциональный "поиск" может 

осуществляться in vitro или in vivo. Например, в источнике Alonso-Camino (2009) описано слияние scFv, 

распознающего CEA, с ζ-цепью комплекса TCR:CD3 и введение этой генетической конструкции в кле-

точную линию Jurkat человека [104]. При взаимодействии с CEA, содержащимся либо на клетках HeLa, 

либо на опухолевых клетках, наблюдалось повышение экспрессии раннего маркера активации T-клеток 

CD69. Данный подход может быть использован для идентификации слитых конструкций CAR с соответ-

ствующими активирующими или ингибирующими свойствами с использованием культивированных кле-

ток или первичной культуры клеток. 

На следующем этапе может быть проведена оценка функциональности конструкций CAR in vivo. 

Например, библиотека CAR, полученных в первичной культуре T-клеток мыши, может быть введена 

мыше, несущей опухоль, для идентификации T-клеточных клонов, которые активно пролиферируют при 

взаимодействии с опухолью. В случае необходимости может быть проведен предварительный отбор этой 

библиотеки T-клеток на основе специфичности связывания с антигеном с использованием способов, 

описанных выше. В любом случае библиотека вносимых связывающих молекул может быть использова-

на для замены существующей связывающей молекулы (например, ГКГС или TCR, или вариабельный 

домен антитела). 

Скрининг фенотипа. 

В данном документе описаны различные способы отбора связывающих молекул, с помощью кото-

рых можно модифицировать передачу сигнала в клетках и клеточное поведение. 

Библиотека может подвергаться скринингу в отношении изменения клеточного фенотипа, вызван-

ного действием связывающей молекулы на ее мишень. 

Антитела, которые способны модифицировать передачу сигнала в клетках путем связывания с ли-

гандами или рецепторами, характеризуются высокой эффективностью при разработке лекарственных 

препаратов, и потребность в таких терапевтических антителах продолжает расти. Такие антитела и дру-

гие классы функциональных связывающих молекул также обладают потенциалом для контроля поведе-

ния клеток in vivo и in vitro. Однако способность контролировать и управлять клеточным поведением 

зависит от доступности природных лигандов, которые контролируют специфические сигнальные пути. К 

сожалению, многие природные лиганды, как, например, те, что контролируют дифференцировку стволо-

вых клеток (например, представители суперсемейства FGF, TGF-бета, Wnt и Notch) часто характеризу-

ются нестабильными взаимодействиями и ограниченной доступностью, обусловленными характером их 

низкой экспрессии и стабильности. Обладая исключительной специфичностью, антитела обладают 

большим потенциалом для контроля клеточного поведения. 

Идентификация функциональных антител, которые способны модифицировать передачу сигнала в 

клетках, в историческом плане была относительно трудоемкой, включая выделение клонов, экспрессию 

антител, характеристику в соответствии с последовательностью и связывающими свойствами, преобра-

зование в системы экспрессии млекопитающих и оценку с использованием функциональных анализов в 

клеточных системах. Подход, основанный на дисплее на поверхности эукариотических клеток, описан-

ный в данном документе, способствует уменьшению таких затрат, но все еще существует потребность в 

получении антитела и добавлении его в отдельную репортерную культуру клеток. Следовательно, пред-

почтительной альтернативой может быть непосредственный скрининг библиотек связывающих молекул, 
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экспрессированных в эукариотических клетках, в отношении влияния связывания на передачу сигнала в 

клетках или поведение клеток путем использования продуцирующей клетки как таковой в качестве ре-

портерной клетки. После введения генов антител могут быть идентифицированы клоны в составе полу-

ченной в результате популяции клеток, характеризующихся изменением экспрессии репортерного гена 

или измененными фенотипами. 

В целом ряде недавних публикаций было описано создание библиотек антител путем клонирования 

репертуаров генов антител в репортерные клетки [47, 105, 106]. Эти системы характеризуются сочетани-

ем экспрессии и репортинг в пределах одной клетки и обычно введением популяции антител, отобран-

ных против заранее определенной мишени (например, с использованием фагового дисплея). 

Популяция генов антител может быть введена в репортерные клетки для получения библиотеки с 

помощью способов, описанных в данном документе, а также могут быть идентифицированы клоны в 

пределах популяции с фенотипом, измененным с помощью антител (например, измененной экспрессией 

генов или жизнеспособностью). Для того чтобы этот отбор, основанный на фенотипе, функционировал, 

требуется сохранение связи между геном антитела, содержащемся в экспрессирующей клетке (генотип), 

и следствием экспрессии антитела (фенотип). Ранее это было достигнуто либо посредством закрепления 

антител к клеточной поверхности [47], как описано в случае дисплея антител, или посредством примене-

ния полужидкой среды для удержания секретируемых антител вблизи продуцирующих их клеток [105]. 

В качестве альтернативы антитела и другие связывающие молекулы могут удерживаться внутри клетки 

[107]. Связывающие молекулы, удержанные на клеточной поверхности или в окружающей среде, могут 

взаимодействовать с эндогенным или экзогенным рецептором на клеточной поверхности, вызывая акти-

вацию рецептора. Это в свою очередь может вызвать изменение экспрессии репортерного гена или изме-

нение фенотипа клетки. В качестве альтернативы антитело может блокировать рецептор или лиганд для 

уменьшения активации рецептора. Ген, кодирующий связывающую молекулу, которая обуславливает 

изменение поведения клеток, затем может быть выделен для получения или дальнейшего конструирова-

ния. 

Альтернативой этому "подходу, основанному на применении мишени" является возможность вве-

дения "наивной" популяции антител, которая не подвергалась предварительному отбору для выявления 

определенной мишени [108]. Для идентификации отдельных клеток популяции с измененным поведени-

ем используется репортерная система. Поскольку предварительная информация о мишени отсутствует, 

для реализации этого подхода, который не основан на применении мишени, в особенности потребуется 

использование большого репертуара антител, поскольку предварительное обогащение популяции анти-

тел к мишени не представляется возможным. Эффективность данного подхода будет повышена за счет 

использования направляемого нуклеазой встраивания трансгенов, как описано в настоящем изобретении. 

Подход "функциональный отбор" может быть использован для других целей, включающих приме-

нение библиотек, полученных в эукариотических клетках, в частности, высших эукариот, как, например, 

клетках млекопитающих. Может быть произведено слияние антитела с сигнальным доменом таким обра-

зом, что связывание с мишенью будет вызывать активацию рецептора. Kawahara et al. сконструировали 

рекомбинантные рецепторы, в которых флуоресцеин, целенаправленно связывающийся с внеклеточным 

scFv, был слит со спейсерным доменом (домен D2 рецептора Еро) и различными внутриклеточными до-

менами рецепторов к цитокинам, включая рецептор тромбопоэтина (Тро), рецептор эритропоетина (Еро), 

gpl30, рецептор ИЛ-2 и рецептор EGF [109, 110, 111]. Они были введены в ИЛ-3-зависимую линию про-

B-клеток (BaF3) [27], при этом было показано, что рекомбинантные рецепторы осуществляют антиген-

зависимую активацию рекомбинантного рецептора, что приводит к ИЛ-3-независимому росту. Этот же 

подход был использован в модельных экспериментах, чтобы продемонстрировать опосредованную анти-

геном хемоатракцию клеток BaF3 [110]. Область применения данного подхода была расширена со ста-

бильных культур клеток на клетки первичной культуры, примерами чего являются жизнеспособность и 

рост гемопоэтических стволовых клеток, отвечающих на стимуляцию Тро [112], или ИЛ-2 зависимой 

первичной культуры T-клеток, при этом вместо симуляции природными Тро и ИЛ-2, соответственно, 

была использована стимуляция направляемых флуоресцеином рекомбинантных рецепторов scFv. Таким 

образом, система на основе рекомбинантных антител и рецепторов может быть использована для актива-

ции зависимой от мишени экспрессии генов или фенотипических изменений в клетках первичной куль-

туры или стабильных репортерных клетках. Эта способность может быть использована для идентифика-

ции слитых связывающих молекул, которые активируют передачу сигналов, или связывающих молекул, 

которые ее подавляют. 

При модификации вышеприведенного подхода отдельные VH- и VL-домены из антитела к лизоци-

му были слиты с внутриклеточным доменом [113]. В ответ на добавление лизоцима отмечался клеточ-

ный рост, свидетельствуя о том, что антиген индуцировал димеризацию или стабилизацию отдельных 

партнеров VH и VL по слиянию. Таким образом, для оптимального ответа в этой системе необходимо 

взаимодействие трех взаимодействующих компонентов. 

Несмотря на то что вышеприведенные способы описаны в данном документе применительно к мо-

лекулам антител, они также могут быть адаптированы и осуществлены с использованием библиотек дру-

гих связывающих молекул. 
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Комплементация фрагментов белка представляет собой альтернативную систему для изучения и 

отбора белок-белковых взаимодействий на клетках млекопитающих [114, 115]. Сюда относится восста-

новление функции дополнительных репортерных белков посредством белок-белковых взаимодействий. 

Репортерные белки, которые были использованы, включают убиквитин, DNAE-интеин, бета-

галактозидазу, дигидрофолатредуктазу, GFP, люциферазу светлячка, бета-лактамазу, протеазу TEV. На-

пример, недавним примером данного подхода является использование мембранного гибрида 2 (МаМТН) 

млекопитающих, когда ассоциация белка-приманки с дополнительным убиквитином и слитым белком - 

фактором транскрипции с белком-партнером и дополнительным убиквитином приводит к восстановле-

нию распознавания убиквитина и высвобождению фактора транскрипции для обеспечения экспрессии 

репортерного гена [116]. Опять-таки вследствие нарушения передачи сигнала могут быть выявлены свя-

зывающие молекулы, которые препятствуют такому взаимодействию или усиливают его. 

Выделение и изменение формы связывающих молекул и кодирующей ДНК. 

После отбора представляющей интерес связывающей молекулы или клона из библиотеки обычно на 

следующем этапе выделяют (например, идентифицируют или амплифицируют) ДНК, кодирующую свя-

зывающую молекулу. Необязательно может понадобиться модификация нуклеиновой кислоты, коди-

рующей связывающую молекулу, например, для изменения структуры связывающей молекулы и/или 

вставки кодирующей последовательности в другой вектор. 

Если в качестве связывающей молекулы используется молекула антитела, способ может включать 

выделение ДНК, кодирующей молекулу антитела из клеток клона, амплификацию ДНК, кодирующей по 

меньшей мере одну вариабельную область антитела, предпочтительно и VH-, и VL-домен, и вставку 

ДНК в вектор для получения вектора, кодирующего молекулу антитела. Молекула мультимерного анти-

тела, несущая константный домен, может быть преобразована в молекулу одноцепочечного антитела для 

экспрессии в растворимой секретируемой форме. 

Антитела могут быть представлены в разных форматах, но какой бы ни был выбран формат антите-

ла, после выделения гена антитела возникает возможность изменения его конфигурации на целый ряд 

разных форматов. После выделения VH- или VL-доменов их можно повторно клонировать в экспресси-

рующие векторы, содержащие требуемые домены-партнеры (см. пример 1, в котором показана экспрес-

сирующая кассета с двойным промотором IgG). 

Этап изменения формата может включать изменение формы связывающих молекул, состоящих из 

пары субъединиц (например, молекулы scFv), на другой молекулярный формат связывающей молекулы 

(например, Ig или Fab), в котором сохраняется изначальное попарное объединение субъединиц. Такие 

способы описаны более подробно в других разделах в данном документе и могут быть применены к кло-

нам, продуцирующим моно-, олиго- и поликлональные антитела. Способ может быть использован для 

преобразования всей получаемой на выходе популяции "en masse" с помощью любых широко исполь-

зуемых технологий дисплея, включая фаговый, дрожжевой или рибосомный дисплей. 

Дисплей молекул scFv, слитых с Fc-доменами, на поверхности клеток млекопитающих. 

Хотя многие библиотеки антител, полученные с помощью фагового дисплея, подвергаются форма-

тированию для дисплея scFv, эукариотические системы дисплея обеспечивают презентацию в формате 

Fab или IgG. Чтобы полностью использовать потенциал для экспрессии IgG/Fab, особенно при использо-

вании scFv из других систем дисплея, понадобится использование отобранных, связанных VH- и VL-

доменов в бактериальной экспрессирующей системе и их экспрессия в эукариотической системе, слитой 

с соответствующими константными доменами. В данном документе описан способ преобразования по-

пуляций scFv в иммуноглобулин (Ig) или фрагмент, антигенсвязывающий фрагмент (Fab), таким обра-

зом, чтобы сохранялось изначальное попарное объединение VH- и VL-цепей. В настоящем изобретении 

преобразование становится возможным вследствие использования отдельных клонов, смесей олигокло-

нальных антител или целых популяций, получивших формат scFv, с сохранением изначального попарно-

го объединения VH- и VL-цепей. Способ осуществляется с использованием промежуточной "миниколь-

цевой ДНК", полученной нерепликативным путем, с которой вносится новый "спейсерный" фрагмент 

ДНК. Кольцевая ДНК подвергается линеаризации (например, путем расщепления рестриктазами или 

ПНР), что обуславливает изменение относительного положения изначальных VH- и VL- фрагментов и 

размещение "спейсерной" ДНК между ними. После линеаризации продукт может быть клонирован в 

предпочтительный вектор, например, вектор для экспрессии на клетках млекопитающих. Таким спосо-

бом могут быть заменены все элементы, кроме VH и VL. Элементы для экспрессии в клетках бактерий 

могут быть заменены на элементы для экспрессии на клетках млекопитающих и слияния с альтернатив-

ными партнерами. Для завершения процесса преобразование потребуется только один этап трансформа-

ции бактерий Е. coli для создания популяций бактериальных колоний, каждая из которых несет плазми-

ду, кодирующую уникальное рекомбинантное антитело с форматом Ig или Fab. Выходя за рамки преоб-

разования scFv в IgG/Fab, способ может быть использован для изменения формы любого из двух связан-

ных элементов ДНК для клонирования в вектор, таким образом, что после изменения формы каждый 

ДНК элемент попадает в окружение разных контрольных элементов ДНК с сохранением изначального 

попарного объединения. Был описан ранее разработанный способ, в котором используются 2 последую-

щих этапа клонирования [117] для замены этих элементов в отличие от настоящего способа, который 
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осуществляется с использованием промежуточного кольцевого промежуточного продукта, полученного 

нерепликативным путем. 

Способ изменения структуры связывающей молекулы или популяции связывающих молекул может 

включать преобразование scFv в Ig или его фрагмент, например, Fab. Способ может включать преобразо-

вание нуклеиновой кислоты, кодирующей scFv в ДНК, кодирующую иммуноглобулин (Ig) или его фраг-

мент, как, например, формат Fab, таким образом, чтобы сохранить изначальное попарное объединение 

тяжелой (VH) и легкой (VL) цепей вариабельного домена. Предпочтительно преобразование осуществ-

ляется с использованием кольцевой промежуточной ДНК, которая может представлять собой "мини-

кольцевую" ДНК, полученную нерепликативным путем. Для реализации способа требуется одна транс-

формация Е. coli для непосредственного получения бактериальных трансформантов, несущих плазмиды, 

кодирующие ДНК Ig или Fab. 

Способ может быть применен к клонам, продуцирующим моно-, олиго- и поликлональные антите-

ла. Способ может быть использован для преобразования всей получаемой на выходе популяции "en 

masse" с помощью любых широко используемых технологий дисплея, включая фаговый, дрожжевой или 

рибосомный дисплей. 

В более широком смысле этот аспект настоящего изобретения относится к способу, который обес-

печивает изменение формы любых двух связанных элементов ДНК на вектор, в котором элементы ДНК 

клонированы под контролем отдельных промоторов или разделены альтернативными контрольными 

элементами, но сохраняют изначальное попарное объединение цепей ДНК. 

В примерах 7 и 14 такие способы описаны более подробно. 

За выделением и опциональным изменением структуры ДНК, кодирующей связывающие молеку-

лы, может следовать введение этой ДНК в другие клетки для создания производной библиотеки, как 

описано в других разделах в данном документе, или ДНК, кодирующая одну или более определенных 

представляющих интерес связывающих молекул, может быть введена в клетку-хозяина для экспрессии. 

Тип клеток-хозяев может отличаться от клеток библиотеки, из которой они были получены. В целом, 

ДНК будет получена в виде вектора. ДНК, введенная в клетку-хозяина, может встраиваться в клеточную 

ДНК клетки-хозяина. Затем могут быть отобраны клетки-хозяева, экспрессирующие молекулу секрети-

руемого растворимого антитела. 

Клетки-хозяева, кодирующие одну или более связывающих молекул, могут быть получены в куль-

туральной среде и культивированы для экспрессии одной или более связывающих молекул. 

Производные библиотеки. 

После получения библиотеки с использованием способа по настоящему изобретению один или бо-

лее клонов библиотеки могут быть отобраны и использованы для получения последующей библиотеки 

второго поколения. Если библиотека была составлена путем введения ДНК в эукариотические клетки, 

как описано в данном документе, клетки библиотеки могут быть культивированы для экспрессии связы-

вающих молекул, и один или более клонов, экспрессирующих представляющие интерес связывающие 

молекулы, могут быть выделены, например, путем отбора связывающих молекул против мишени, как 

описано в других разделах в данном документе. Эти клоны впоследствии могут быть использованы для 

создания производной библиотеки, содержащей ДНК, кодирующую второй репертуар связывающих мо-

лекул. 

Для создания производной библиотеки в донорную ДНК из одного или более выделенных клонов 

вносят мутации для получения второго репертуара связывающих молекул. Мутации могут представлять 

собой вставку, замену или делецию одного или более нуклеотидов. Если связывающая молекула пред-

ставляет собой полипептид, мутация будет заключаться в изменения последовательности кодируемой 

связывающей молекулы путем вставки, замены или делеции одной или более аминокислот. Мутация мо-

жет затрагивать одну или более областей, как, например, одну или более CDR молекулы антитела, обес-

печивая получение репертуара связывающих молекул, формирующих класс молекул с общими струк-

турными характеристиками, которые отличаются по одному или более участкам, определяющим разно-

образие, как описано в других разделах в данном документе. 

Создание производной библиотеки может включать выделение донорной ДНК из одного или более 

выделенных клонов, введение мутации в ДНК для получения производной популяции донорных молекул 

ДНК, кодирующих второй репертуар связывающих молекул, и введение производной популяции донор-

ных молекул ДНК в клетки для создания производной библиотеки клеток, содержащих ДНК, кодирую-

щую второй репертуар связывающих молекул. 

Выделение донорной ДНК может включать получение и/или идентификацию ДНК клона. Такие 

способы могут охватывать амплификацию ДНК, кодирующей связывающую молекулу из выделенного 

клона, например, путем ПНР и введение мутаций. ДНК может быть секвенирована, а мутантная ДНК 

синтезирована. 

В качестве альтернативы в донорную ДНК может быть введена мутация в одном или более выде-

ленных клонов путем индукции мутации ДНК в этих клонах. Таким образом, может быть создана произ-

водная библиотека из одного или более клонов, не требующая выделения ДНК, например, посредством 

эндогенной мутация в клетках DT40 птиц. 



034190 

- 29 - 

Дисплей антител особенно хорошо подходит для создания производных библиотек. Как только ге-

ны антител выделены, появляется возможность применения множества подходов к мутагенезу (напри-

мер, ПНР сниженной точности, олигонуклеотид-направленный мутагенез, перетасовка цепей) с образо-

ванием дисплейных библиотек родственных клонов, из которых могут быть отобраны варианты с улуч-

шенными свойствами. Например, при использовании перетасовки цепей ДНК, кодирующих популяцию 

выбранного клона VH, смесь или популяция олигоклональных иммуноглобулинов могут быть субклони-

рованы в вектор, кодирующий антитело подходящей формы и кодирующий репертуар VL-цепей, полу-

чивших подходящий формат [118]. В качестве альтернативы и опять-таки с использованием примера 

VH-цепей, клон, продуцирующий VH, смесь или популяция олигоклональных иммуноглобулинов могут 

быть введены в популяцию эукариотических клеток, которые кодируют и экспрессируют популяцию 

партнеров легкой цепи, получивших соответствующую форму (например, VL-CL-цепь для связи с тяже-

лой цепью с изменённой формой на IgG или Fab). Популяция клонов, продуцирующих VH-цепи, может 

быть получена из любого из источников, которые обсуждались выше, включая B-клетки иммунизиро-

ванных животных или гены scFv из отобранных популяций фагов. В последнем примере клонирование 

отобранных генов VH-цепей в вектор, содержащий репертуар генов легких цепей, позволяет объединить 

перетасовку цепей с изменением формата (например, на формат IgG) за один этап. 

Особым преимуществом дисплея на эукариотических клетках является возможность контроля точ-

ности этапа отбора/скрининга. Путем уменьшения концентрации антигена клетки, экспрессирующие 

связывающие молекулы с наибольшей аффинностью, можно отличить от клонов с меньшей аффинно-

стью в пределах популяции. Визуализация и количественная оценка процесса созревания с использова-

нием проточной цитометрии является основным преимуществом дисплея на поверхности эукариотиче-

ских клеток, поскольку она дает представление о доле позитивных клонов в библиотеке наивных клеток 

и дает возможность прямого сравнения аффинности отобранных клонов и родительской популяции на 

протяжении сортировки. После сортировки аффинность отдельных клонов можно определить путем 

предварительной инкубации с целым рядом концентраций антигенов и анализа с помощью проточной 

цитометрии или теста с помощью гомогенной флуоресценции с временным разрешением (TRF), или же с 

использованием поверхностного плазмонного резонанса (SPR) (Biacore). 

Характеристики и форма библиотеки. 

Настоящее изобретение позволяет создавать библиотеки эукариотических клеток, обладающих 

многими предпочтительными характеристиками. Настоящее изобретение относится к библиотекам, об-

ладающим любым одним или более из следующих признаков: 

Разнообразие. Библиотека может кодировать и/или экспрессировать по меньшей мере 100, 10
3
, 10

4
, 

10
5
 10

6
, 10

7
, 10

8
 или 10

9
 разных связывающих молекул. 

Равномерное встраивание. Библиотека может состоять из клонов, содержащих донорную ДНК, 

встроенную в фиксированный локус, или в ограниченное количество фиксированных локусов в клеточ-

ной ДНК. Следовательно, каждый клон в библиотеке содержит донорную ДНК в фиксированном локусе 

или по меньшей мере в одном из фиксированных локусов. Предпочтительно, чтобы клоны содержали 

донорную ДНК, встроенную в один или два фиксированных локуса в клеточной ДНК. Согласно поясне-

ниям, приведенным в других разделах в данном документе, в последовательности, распознаваемой сайт-

специфической нуклеазой, находится сайт встраивания. Встраивание донорной ДНК для получения ре-

комбинантной ДНК подробно описано в других разделах в данном документе и может приводить к раз-

ным результатам, в зависимости от количества сайтов встраивания. Если в клетках, используемых для 

создания библиотеки, имеется один потенциальный сайт встраивания, библиотека будет представлять 

собой библиотеку клонов, содержащих донорную ДНК, встроенную в один фиксированный локус. Сле-

довательно, все клоны библиотеки будут содержать гены связывающих молекул в одинаковом положе-

нии в клеточной ДНК. В качестве альтернативы, если имеется много потенциальных сайтов встраивания, 

библиотека может представлять собой библиотеку клонов, содержащих донорную ДНК, встроенную во 

многие или разные фиксированные локусы. Предпочтительно, чтобы каждый клон библиотеки содержал 

донорную ДНК, встроенную в первый и/или второй фиксированный локус. Например, библиотека может 

включать клоны, в которых донорная ДНК встраивается в первый фиксированный локус, клоны, в кото-

рых донорная ДНК встраивается во второй фиксированный локус, и клоны, в которых донорная ДНК 

встраивается как в первый, так и второй фиксированный локусы. В предпочтительных вариантах реали-

зации имеется только один или два фиксированных локуса в клонах в библиотеке, хотя существует воз-

можность встраивания донорной ДНК во многие локусы, если это потребуется для применения в опреде-

ленных целях. Следовательно, в некоторых библиотеках каждый клон может содержать донорную ДНК, 

встроенную в любой один или более из нескольких фиксированных локусов, например, три, четыре, пять 

или шесть фиксированных локусов. 

В случае библиотек, содержащих субъединицы связывающих молекул, встроенные в отдельные 

сайты, клоны библиотеки могут содержать ДНК, кодирующую первую субъединицу связывающей моле-

кулы, встроенную в первый фиксированный локус, и ДНК, кодирующую вторую субъединицу связы-

вающей молекулы, встроенную во второй фиксированный локус, при этом клоны экспрессируют муль-

тимерные связывающие молекулы, содержащие первую и вторую субъединицы. 
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Равномерная транскрипция. Относительные уровни транскрипции связывающих молекул в разных 

клонах библиотеки поддерживаются в ограниченных пределах, поскольку донорная ДНК встраивается в 

ограниченное количество локусов и в одинаковый локус в разных клонах (фиксированный локус). Отно-

сительно равномерная транскрипция генов связывающих молекул обуславливает сравнимые уровни экс-

прессии связывающих молекул клонами из библиотек. Связывающие молекулы, представленные на по-

верхности клеток библиотеки, могут быть идентичными (имеют одинаковую аминокислотную последо-

вательность) другим связывающим молекулам, представленным на той же клетке. 

Библиотека может состоять из клонов клеток, каждая из которых несет одну молекулу из репертуа-

ра связывающих молекул, или клонов, несущих много молекул из репертуара связывающих молекул на 

клетку. В качестве альтернативы библиотека может включать некоторые клоны, которые несут одну мо-

лекулу из репертуара связывающих молекул, и некоторые клоны, которые несут много молекул (напри-

мер, две) репертуара связывающих молекул. Предпочтительно клоны библиотеки экспрессируют одну 

или две молекулы из репертуара связывающих молекул. 

Например, библиотека клонов эукариотических клеток согласно настоящему изобретению может 

экспрессировать репертуар, состоящий по меньшей мере из 10
3
, 10

4
, 10

5
 10

6
, 10

7
, 10

8
 или 10

9
 разных свя-

зывающих молекул, например, IgG, Fab, scFv или scFv-Fc-фрагменты антител, причем каждая клетка 

содержит донорную ДНК, встроенную в фиксированный локус в клеточной ДНК. Донорная ДНК коди-

рует связывающую молекулу и может дополнительно содержать генетический элемент для отбора кле-

ток, в которые донорная ДНК встраивается в фиксированном локусе. Клетки библиотеки могут содер-

жать ДНК, кодирующую экзогенную сайт-специфическую нуклеазу. 

Эти и другие признаки библиотек согласно настоящему изобретению дополнительно описаны в 

других разделах в данном документе. 

Настоящее изобретение касается библиотеки либо в чистом виде, в виде популяции клонов библио-

теки в отсутствие других эукариотических клеток, либо в смеси с другими эукариотическими клетками. 

К другим клеткам могут относиться эукариотические клетки того же самого типа (например, той же са-

мой клеточной линии) или разные клетки. Дополнительные преимущества могут быть получены путем 

комбинации двух или более библиотек согласно настоящему изобретению или комбинации библиотеки 

согласно настоящему изобретению со второй библиотекой, или второй популяцией клеток, либо для об-

легчения или расширения скрининга, или для применения в других целях, как описано в данном доку-

менте, или очевидно для специалиста. 

Библиотека согласно настоящему изобретению, один или более клонов, полученных из библиотеки, 

или клетки-хозяева, в которые была введена ДНК, кодирующая связывающую молекулу из библиотеки, 

могут быть получены в культуральной среде. Клетки могут быть культивированы и затем концентриро-

ваны с целью получения клеточного осадка для удобства транспортировки и хранения. 

Библиотеки обычно получают in vitro. Библиотека может содержаться в емкости, такой как культу-

ральный флакон, содержащий клетки библиотеки, суспендированные в культуральной среде, или емко-

сти, содержащей осадок или концентрированную суспензию эукариотических клеток, составляющих 

библиотеку. Библиотека может составлять по меньшей мере 75, 80, 85 или 90% эукариотических клеток в 

указанной емкости. 

Краткое описание графических матералов 

Более подробное описание вариантов реализации настоящего изобретения представлено ниже со 

ссылкой на прилагаемые графические материалы, которые описаны ниже. 

Фиг. 1. Вектор для экспрессии антител, получивших формат IgG. 

a. pDUAL D1.3, экспрессирующий вектор с двойным промотором для секреции IgG (в остове векто-

ра "pCMV/myc/ER") 

b. plNT3-D1.3, экспрессирующий вектор с двойным промотором для секреции IgG (в остове вектора 

"pSF-CMV-f1-Pac1) 

c. Остов вектора pCMV/myc/ER. Сайт ECoR1 предшествует промотору CMV. Сайты BstB1 

nBstZ171 фланкируют сайты поли(A)-последовательности SV40. 

d. Остов вектора pSF-CMV-f1-Pac1 (Oxford Genetics). 

e. Синтетическими ген с экзоном, кодирующим трансмембранный участок (ТМ) PDGFR и экзон, 

отвечающий за секрецию (sec). Сплошными стрелками представлены сайты рекомбинации Rox. 

Фиг. 2. Последовательность pD1 (SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 и 5): кассета с двойным промотором для 

экспрессии антител на поверхности. 

Признаки: 

Промотор pEF 13-1180; 

Лидерная последовательность ВМ40 1193-1249; 

Гуманизированный D1.3 VL 1250-1578; 

С-каппа человека 1577-1891BGH с поли(A)-последовательностью 1916-2130; 

Промотор CMV 2146-2734; 

Лидерная последовательность VH мыши с интроном 32832-3414; 

Гуманизированный D 1.3 VH 3419-3769; 
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Оптимизированные CH1-CH3 lgG2 человека. 

Фиг. 3. Конструирование донорной плазмиды AAVS (pD2). 

a. Изображение локуса AAVS человека. Экзон 1 и Экзон 2 локуса AAVS (кодирующего протеин-

фосфатазу 1, регулятор ную субъединицу 12С, PPP1R12C) разделены интроном длиной 4428 п.о. Сплай-

синг осуществляется в рамке считывания "0", т.е. сплайсинг происходит между 2 интактными кодонами 

от каждого экзона. Для расщепления данного интрона доступны конструкции TALEN и CRISPR/Cas9. 

Заштрихованными блоками представлены области, расположенные с левой и правой стороны этого сайт 

расщепления, которые используются в составе векторных конструкций для осуществления гомологичной 

рекомбинации в этом локусе (левое гомологичный участок AAVS "левое НА" и правое гомологичный 

участок AAVS ("правое НА"). 

b. Изображение антитела, кодирующего донорную плазмиду pD2. Левые и правые гомологичные 

участки показаны на концах изображения конструкции. Синтетическому гену устойчивости к бластици-

дину предшествует акцепторный сайт сплайсинга, с помощью которого обеспечивается слияние "в рамке 

считывания" с экзоном 1 AAVS. Также показана кассета для экспрессии антител, состоящая из генов 

легкой цепи D1.3 и тяжелой цепи D1.3 lgG2, находящихся под контролем промоторов pEF и CMV соот-

ветственно. 

c. Последовательность донорной конструкция pD1-huD1.3 (SEQ ID NO: 6, 7 и 8). Гомологичные 

участки AAVS показаны подчеркнуты и выделены полужирным шрифтом. Для краткости кассета с гена-

ми антител (ранее показанная на фиг. 2) не показана в деталях. Сайты рестрикции, использованные при 

клонировании, показаны полужирным шрифтом. Последовательность остова плазмиды показана вклю-

чительно до гена устойчивости к ампициллину. 

Фиг. 4. Экспрессия IgG на клеточной поверхности. 

a, c. Для выявления жизнеспособных клеток использовали малоугловое рассеяние, а канал FL3 ис-

пользовали для анализа окрашивания в (a, c). Положительно окрашенные клетки, обнаруженные с ис-

пользованием канала FL3 (представляющие нежизнеспособные клетки, которые поглотили 7-AAD), бы-

ли исключены из анализа. Все клетки были трансфецированы pD2-D1.3 в отсутствие (a, b) или присутст-

вие (c, d) AAVS TALEN и были окрашены антителом Fc-фрагменту. 

Фиг. 5. Связывание антигена антителом на клеточной поверхности. Жизнеспособные клетки были 

отобраны, исходя из данных малоуглового рассеяния и поглощения 7AAD (a). Клетки инкубировали с 

меченым флуоресцентной меткой лизоцимом куриного яйца (b). 

Фиг. 6. Влияние осуществляемого TALEN расщепления геномной ДНК на встраивание гена устой-

чивости к бластицидину. На фигуре показано количество колоний, полученных в описанных условиях. 

Фиг. 7. Анализ встраивания донорной плазмиды pD2-D1.3 в локус AAVS. После трансфекции осу-

ществляли селекцию клеток с использованием бластицидина и получали геномную ДНК. В образцах 1-9 

отмечался положительный результат, обусловленный вставкой, осуществляемой нуклеазой TALE, на-

правляемой AAVS, образцы 10-11 были выделены из клонов, полученных из клетки, трансфецированной 

в отсутствие нуклеазы TALE. Анализ геномной ДНК осуществляли с помощью ПНР, как описано в тек-

сте, а. Верификация от 5'-конца сайта встраивания. В. Верификация от 3'-конца сайта встраивания. 

Фиг. 8. Конструкция вектора pD6, экспрессирующего scFv-Fc. 

a. Антитела, получившие форму scFv, клонируют в сайты Nco1/Not1 для обеспечения слияния "в 

рамке считывания" с Fc-областью lgG2 человека. 

b. Последовательность pD6 от сайта Nco1 до Pmel (SEQ ID NO: 9, 10 и 11). 

Фиг. 9. Отбор связывающих молекул из библиотеки scFv-Fc на клеточной поверхности (из отобран-

ных популяций фагов). 

Показан анализ клеток с помощью проточной цитометрии. 

a-c. Объединенная популяция молекул sFv-Fc, специфичных к CD229, полученных в результате 2 

раундов отбора с помощью фагового дисплея с использованием CD229 

d, f. Объединенная популяция молекул sFv-Fc, специфичных к β-галактозидазе, полученных в ре-

зультате 1 раунда отбора с помощью фагового дисплея с использованием β-галактозидазы (клетки β-

galR1). 

e. Объединенная популяция молекул sFv-Fc, специфичных к β-галактозидазе, полученных в резуль-

тате 2 раундов отбора с помощью фагового дисплея с использованием β-галактозидазы. 

Образец (a) представляет неокрашенные клетки, а остальные клетки были окрашены меченым фи-

коэритрином антителом к Fc-фрагменту иммуноглобулина человека (в FL2) и 100 нМ соответствующего 

биотинилированного антигена/меченого FITC стрептавидина (в FL1). Клетки анализировали через 13 

суток (a, b, d, e). В примерах c и f показаны клетки, окрашенные через 20 суток, а в выделенной области 

показаны клетки, отобранные с помощью проточной цитометрии. 

h. Клетки линии β-galR1, отобранные с помощью проточной цитометрии (фиг. 6 f), выращивали в 

течение 22 суток и повторно анализировали в отношении экспрессии scFv-Fc, а также связывания анти-

генов (с использованием 100 нМ антигена). На фиг. 6 g показан неокрашенный эквивалент. 

На фиг. 6 j показаны неотсортированные клетки лини β-galR1 из первоначальной популяции (как на 
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d), которые выращивали в течение 42 суток после трансфекции (j). Немеченные клетки каждой популя-

ции показаны для сравнения (g, i). 

Фиг. 10. Дисплей на клетках млекопитающих и сортировка библиотеки антител, получивших фор-

мат IgG. 

Проводили селекцию популяции антител с использованием β-галактозидазы и 1 или 2 раундов фа-

гового дисплея, изменяли их форму на IgG и подвергали целенаправленному встраиванию с помощью 

нуклеазы в локус AAVS клеток HEK293. На панелях a, b показаны клетки, полученные из популяции 

фагов раунда 1 либо a, неотсортированные (после выращивания в течение 38 суток), либо b отсортиро-

ванные с помощью проточной цитометрии и выращенные в течение 19 суток. На панелях c, d показаны 

клетки, полученные популяции фагов раунда 2 либо c, неотсортированные (после выращивания в тече-

ние 38 суток, либо d, отсортированные и выращенные в течение 19 суток. 

Фиг. 11. Создание больших библиотек наивных scFv-Fc и отбор связывающих молекул. 

Клетки из библиотеки наивных scFv-Fc были окрашены 500 нМ биотинилированного антигена и 

стрептавидинп-FITC наряду с меченым фикоэритрином антителом к Fc-фрагменту, как и раньше. В вы-

деленных областях показаны клетки, которые были отобраны с помощью проточной сортировки. Образ-

цы были мечены биотинилированными: 

a. CD28, 

b. β-галактозидазой, 

c. тиреоглобулином, 

d. EphB4. 

Фиг. 12. Нацеливающий вектор для введения интрона, содержащего "сайт множественной посадки" 

для сравнения способов встраивания. 

a. Промежуточная GFP-экспрессирующая плазмида (pD3). 

b. Направляемый AAVS1 нацеливающий вектор (pD4). "Сайт посадки" содержит элементы, контро-

лирующие встраивание, а к которым относятся сайты FRT, lox 2272, мегануклеазы I-Sce1 и GFP TALEN. 

После встраивания pD4 в локус AAVS в составе геномной ДНК появляется множество сайтов ре-

комбинации или расщепления нуклеазой. Вносимая плазмида pD5 (фиг. 15) содержит левые и правые 

гомологичные участки, эквивалентные последовательности, содержащейся с каждой стороны "сайта по-

садки" для осуществления вставки гена антитела путем гомологичной рекомбинации. 

Фиг. 13. Последовательность pD4 (SEQ ID NO: 12, 13, 14, 15, 16, 17 и 18). 

Компоненты последовательности включают 

левый гомологичный участок AAVS 19-822 

сайт FRT 832-879, сайт Lox 2272884-917, сайт мегануклеазы I-Sce1 933-950, 

левый сайт связывания GFP-TALEN 954-968, GFP правый сайт связывания GFP-TALEN 984-997, 

Т2А 1041-1103, 

GFP 1104-1949, 

Промотор PGK 2178-2691, 

Пуромицин-дельта-тимидинкиназа 2706-4307, 

IoxP 4634-4667, 

правый гомологичный участок AAVS 4692-5528. 

Фиг. 14. Верификация встраивания интрона с "сайтами множественной посадки" в клон 6F. 

После трансфекции р пуромицина и получали геномную ДНК. Образцы под номером 1 представ-

ляют собой суммарную популяцию отобранных молекул. Образец 2 представляет собой клон 6F, образец 

3 - клон, трансфецированный в отсутствие TALEN, и образец 4 - клетки HEK293 дикого типа. Праймеры 

и условия, описанные в тексте, были использованы для верификации путем ПЦР точности встраивания 

на 5'- и 3'- концах геномной ДНК. Основная полоса (надлежащего размера) наблюдается для отобранного 

клона (6F), а также отобранной популяции. 

Фиг. 15. Последовательность донорной плазмиды для встраивания в сайты Flp/GFP TALEN (pD5) 

(SEQ ID NO: 19, 20 и 21). 

Компоненты последовательности включают 

AAVS НА 13-233, 

сайт FRT 243-290, 

Lox 2272 295-328, 

I-Sce1 344-361, ген устойчивости к бластицидину 417-818, поли(A)-последовательность 832-1070. 

Фиг. 16. Последовательность конструкции мегануклеазы I-Sce1 (SEQ ID NO: 22 и 23). 

Фиг. 17. Сравнительный анализ с помощью проточной цитометрии направляемого нуклеазой 

встраивания с использованием мегануклеазы I-Sce1 и рекомбиназ. 

Клетки клона 6F контрансфецировали pD5-D1.3 и плазмидами, кодирующими указанную нуклеа-

зу/рекомбиназу. Проводили селекцию клеток с использованием бластицидина и анализировали через 13 

суток после трансфекции с использованием биотинилированных антител к Fc-фрагменту иммуноглобу-

лина человека и стрептавидина-фикоэритрина. Указано процентное содержание положительно окрашен-
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ных клеток (также эти результаты представлены в краткой форме в табл. 5). 

a. Нетрансфецированные, 

b. только донорная плазмида, 

с. I-Sce1, 

d. eGFP TALEN, 

e. Cre, 

f. рекомбиназа Flp (кодируемая плазмидой pOG44). 

Фиг. 18. Направляемое нуклеазой встраивание запускает гомологичную рекомбинацию и "негомо-

логичное соединение концов" (NHEJ). 

a. Изображение структуры плазмиды pD5, использованной для целенаправленного встраивания 

"сайта множественной посадки" в составе интрона клеток клона 6F, на котором показано положение 

праймера J48. "Сайт посадки" в этой плазмиде включает в себя сайт FRT, сайт lox2272 и сайт меганук-

леазы I-Sce1 (сайт GFP TALEN отсутствует). 

b. Изображение сайта встраивания в составе клона 6F (получен из pD4), на котором показано поло-

жение праймера J44. "Сайт посадки" включает в себя элементы для направления встраивания, а именно 

FRT, lox 2272, мегануклеазу I-Sce1 и GFP TALEN. 

c. Изображение сайт встраивания клона 6F после гомологичной рекомбинации pD5, на котором по-

казано положение праймеров J44 и J48. 

d. Изображение сайта встраивания клона 6F после NHEJ или Flp-рекомбинации pD5, на котором 

показано положение праймеров J44, J46 и обратного праймера J44. Двусторонней стрелкой обозначена 

"дополнительная" плазмидная ДНК, включенная в состав в результате NHEJ или Flp-направляемого 

встраивания. Следует отметить, что в этом примере вносимая плазмида ДНК (pD5) содержит гомологич-

ные участки (которые направляют гомологичную рекомбинацию, но не нужны для NHEJ). Эти последо-

вательности сохраняются после встраивания с помощью NHEJ, что обуславливает дупликацию последо-

вательности, подставленной в составе гомологичных участков, при этом одна пара в данном случае про-

исходит из плазмиды, а другая пара представляет собой эндогенные геномные последовательности. Для 

простоты гомологичные участки, кодируемые плазмидой, не показаны, показаны только эквивалентные 

им последовательности, содержащиеся в геноме. 

е. Праймеры 44 и 48 были использованы в качестве ПЦР-праймеров для образцов i-iv, когда была 

использована геномная ДНК из клеток, трансфецированных генами следующих нуклеаз/интеграз. 

i. Scel, ii. TALEN (GFP), iii. Flp (pOG44), iv. Только донорная плазмида. В качестве маркеров моле-

кулярной массы были использованы GeneRuIer 1kb ladder (New England Biolabs). С помощью праймеров 

J44 и J48 было установлено, что в расщепленных нуклеазой образцах i и iii и ii произошла гомологичная 

рекомбинация с образованием полосы длиной 1928 п.о. (указана стрелкой). 

Праймеры 44 и 46 были использованы для образцов v-viii, когда была использована геномная ДНК 

из следующих образцов, v. Scel, vi. TALEN (GFP), vii. Flp (pOG44), viii. Только донорная плазмида. С 

помощью праймеров J44 и J46 было установлено, что расщепление донорной и геномной ДНК меганук-

леазой I-Sce1 приводило к NHEJ (образец v.) с образованием полосы длиной 1800 п.о. (указана стрелкой). 

Как и предполагалось, в результате встраивания, опосредованного Flp, была получена полоса аналогич-

ного размера (vii). NHEJ не происходило при использовании GFP TALEN, поскольку во вносимой плаз-

миде отсутствовал сайт расщепления. 

Фиг. 19. Секреция антитела IgG в культуральный супернатант. 

a. Окрашенный Кумасси гель с IgG, очищенным с использованием белка A, который был получен 

из культуральных супернатантов. 

i. IgG, выделенный из супернатанта трансфецированных pD2-D1.3 клеток в отсутствие трансфекции 

геном рекомбиназы Dre. 

ii. IgG, выделенный из супернатанта трансфецированных pD2-D1.3 клеток, трансфецированных ге-

ном рекомбиназы Dre. ИФА секретируемых поликлональных антител. Отсортированные клетки из экс-

перимента, показанного на фиг. 9Н (первоначально из клеток, продуцирующих популяцию антител, ото-

бранных с помощью 1 раунда фагового дисплея), выращивали в течение 7 суток после сортировки, и со-

бирали культуральный супернатант. Планшеты для ИФА покрывали либо β-галактозидазой (10 мкг/мл), 

либо БСА (10 мкг/мл) на протяжении ночи. Культуральный супернатант разводили до концентрации 66% 

добавлением 33% конечного объема 6% раствора обезжиренного сухого молока (Marvel) в PBS (описан 

выше как "неразведенный образец). Супернатант также разводили в соотношении 1/10 в PBS и смешива-

ли с 6% MPBS аналогичным образом. Обнаружение связавшегося слитого белка scFv-Fc осуществляли с 

использованием меченого Eu антитела мыши к IgG человека (Perkin Elmer номер по каталогу 1244-330). 

Фиг. 20. Получение фрагментов ДНК для придания отобранной популяции молекул scFv формы 

IgG, (a) создание ДНК-вставки CL-pA-CMV-Sigp (как предсталено на фиг. 21b). ПЦР-аплификация плаз-

миды pD2 с использованием праймеров 2595 и 2597 и очистка после разделения в агарозном геле. До-

рожка m, маркер длин фрагментов ДНК Generuler 1 kb ladder (Thermo, SM031D), дорожка 1 CL-pA-CMV-

Sigp ДНК-вставка, (b) создание ДНК-вставки scFv осуществлялось, как описано в примере 6. Дорожка m, 

маркер длин фрагментов ДНК Generuler 1 kb ladder (Thermo, SM031D), дорожка 1 контрольный образец, 
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дорожка 2 очищенный scFv, дорожка 3 популяция фрагментов ДНК, кодирующих scFv, полученная в 

результате проведения первого раунда селекции с использованием β-галактозидазы, дорожка 4 популя-

ция фрагментов ДНК, кодирующих scFv, полученная в результате проведения первого второго раунда 

селекции с использованием β-галактозидазы, дорожка 5 популяция фрагментов ДНК, кодирующих scFv, 

полученная в результате проведения первого второго раунда селекции с использованием CD229, (c) очи-

стка "миникольцевой" ДНК, расщепленной с помощью Nhel и Xhol. Миникольцевые ДНК (фиг. 21 с), 

образующиеся в результате лигирования расщепленной Nco1/Not1 ДНК, кодирующей scFv (фиг. 21, 

вставка a), и ДНК, кодирующей константную область легкой цепи (CL), поли(A)-последовательности 

(pA), промотора CMV и сигнального пептида (фиг. 21, вставка b), очищали с использованием микроцен-

трифужных колонок и после расщепления рестрикционными эндонуклеазами Nhel и Xhol разделяли в 

1% агарозном геле На дорожках представлены: m, маркер длин фрагментов ДНК Generuler 1 kb ladder 

(Thermo, SM031D), дорожка 1 продукт, полученный в результате одного раунда селекции с использова-

нием β-галактозидазы, продукт, полученный в результате двух раундов селекции с использованием β-

галактозидазы, дорожка 3 продукт, полученный в результате двух раундов селекции с использованием 

CD229. Линеаризованный продукт размером 2,6 т.п.о., указанный стрелкой, был вырезан и очищен. 

Фиг. 21. Схематическое изображение процесса преобразования формата антитела из scFv в IgG. 

ДНК-вставку (a), кодирующую VH- и VL-домены антител, лигируют с ДНК-фрагментом (b), кодирующим 

константную область легкой цепи (CL), последовательностью полиаденилирования (pA), промотором 

цитомегаловируса (CMV) и сигнальным пептидом (SigP). Соединению молекул ДНК a и b для получения 

"миникольцевой" ДНК нерепликативным путем способствует лигирование по "липким концам". После 

лигирования "миникольцо" подвергается линеаризации с использованием рестриктаз Nhel и Xhol. Линеа-

ризованный продукт d затем очищают и лигируют с расщепленным вектором e. Вектор е включает про-

мотор pEF и последовательность SigP, расположенные выше сайта Nhel и кодирует константные домены 

1-3 тяжелой цепи (CH) антитела, расположенные ниже сайта Xhol. Продукт лигирования вставки d с век-

тором е дает в результате плазмиду f, которая может быть использована для трансформации бактерий, а 

выращивание с использованием подходящего селективного маркера обеспечит получение и очистку 

плазмидной ДНК с помощью стандартных способов. Очищенная плазмида f может быть введена в клет-

ки млекопитающих [134] для гетерологичной экспрессии антитела Ig. В качестве альтернативы ДНК, 

кодирующая CH1-3 в векторе е, может быть заменена на ДНК, кодирующую один CH1-домен для экс-

прессии Fab-фрагмента. Vh и VL представляют собой вариабельные домены тяжелой и легкой цепей ан-

титела соответственно. На изображении представлены: ДНК, кодирующая промотор фактора элонгации 

(pEF), константный домен легкой цепи (CL) и константные домены 1-3 тяжелой цепи (CH1-3) антитела, 

последовательность полиаденилирования (pA), промотор цитомегаловируса (CMV) и сигнальный пептид 

(SigP). 

Фиг. 22. Дополнительный пример получения фрагментов ДНК, требуемых для преобразования scFv 

в IgG (a) вставки scFv, созданные, как описано в примере 14, разделяли в 1% агарозном геле, приготов-

ленном на ТВЕ. Дорожки 1 и 14 соответствуют маркеру длин фрагментов ДНК 500 п.о., начинающегося 

с 500 п.о. Дорожки 2-13 соответствуют ПЦР-продуктам scFv. (b) Очистка линеаризованного "миниколь-

ца" d (фиг. 21) осуществляли путем разделения в 1% агарозном геле, приготовленном на ТВЕ. Слева на-

право первая дорожка соответствует маркеру длин фрагментов ДНК (маркер длиной 1 т.п.о., Lifetech, 

15615-024), а остальные дорожки соответствуют линеаризованному "миникольцу" d. (c) Поскольку (b) за 

исключением промотора CMV заменен на последовательность Р2А и использован маркер длин фрагмен-

тов ДНК DNA Generuler 1 kb ladder (Thermo, SM031D). 

Фиг. 23. Направляемое нуклеазой встраивание генов связывающих молекул с использованием сис-

тем проточной электропорации. Смесь в соотношении 50:50 плазмид pD6, кодирующих либо антитело к 

FGFR1, либо антитело к FGFR2 антитело подвергали электропорации с использованием системы про-

точной электропорации. Через 13 суток отбора в присутствии бластицидина клетки были мечены FGFR1-

Fc, меченым Dyelight-633 (FGFR1-Dy633), или FGFR2-Fc, меченым Dyelight 488 (FGFR2-Dy488). В виде 

точечных диаграмм представлены: 

a. Одиночное окрашивание FGFR2-488 (образец 1b из табл. 7), 

b. Одиночное окрашивание FGFR1-633 (образец 1b из табл. 7), 

c. Двойное окрашивание FGFR1-633/FGFR2-488 (образец 1b из табл. 7), 

d. Двойное окрашивание FGFR1-633/FGFR2-488 (образец 3 из табл. 7). 

Фиг. 24. Выделение генов антител после проточной сортировки. 

Популяция молекул антител была отобрана с использованием одного раунда фагового дисплея, и 

библиотека для дисплея на клетках млекопитающих была получена с помощью проточной электропора-

ции с использованием системы Maxcyte. Сортировку клеток осуществляли с использованием либо 1 нМ, 

либо 10 нМ антигена, и сразу после этого выделяли мРНК. Гены антител были получены с помощью 

ПЦР, клонированы в бактериальный экспрессирующий вектор, и была установлена доля положительных 

клеток по результатам ИФА ("выход при использовании 1 нМ", "выход при использовании 10 нМ"). Этот 

выход сравнивали с первоначальным выходом из раунда 1 ("выход при использовании одного раунда 
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фагового дисплея"). На графике показан профиль ИФА-сигналов, полученных для каждой популяции. 

Фиг. 25. Вектор plNT20 для экспрессии T-клеточных рецепторов. 

a. Изображение плазмиды plNT20 с двойным промотором, на котором показаны гомологичные уча-

стки AAVS, селективный ген устойчивости к пуромицину (при этом участок возле акцепторного сайта 

сплайсинга показан ниже). Альфа-цепь (включающая в себя вариабельный домен альфа-цепи, при этом 

константный домен CD3ζ альфа-цепи мыши фланкирован сайтами рестрикции Nhe1, Not1 и Асс651 и 

находится под контролем промотора pEF. Бета-цепь (включающая в себя вариабельный домен бета-цепи, 

при этом константный домен CD3ζ бета-цепи фланкирован сайтами Nco1, Xho1 и hind3 и находится под 

контролем промотора CMV. 

b. Последовательность у акцепторного сайта сплайсинга и начало гена устойчивости к пуромицину 

(SEQ ID NO: 24 и 25). 

c. Последовательность конструкции альфа-цепи T-клеточного рецептора клона с12/с2, в которой 

показаны сайты рестрикции Nhe1, Not1 и Асс651 (SEQ ID NO: 26 и 27). 

d. Последовательность конструкции бета-цепи T-клеточного рецептора клона с12/с2, в которой по-

казаны сайты рестрикции Nco1, Xho1 и Hind 3 (SEQ ID NO: 28 и 29). 

e. Последовательность конструкции альфа-цепи T-клеточного рецептора клона 4JFH, в которой по-

казаны сайты рестрикции Nhe1/Not1 (SEQ ID NO: 30 и 31). 

f. Последовательность конструкции бета-цепи T-клеточного рецептора клона 4JFH, в которой пока-

заны сайты рестрикции Nco1/Xho1 (SEQ ID NO: 32 и 33). 

g. Стратегия и праймер использованные для мутации CDR3 c12/c2 TCR альфа-цепь (SEQ ID NO: 34, 

35, 36 и 37). 

h. Стратегия и праймер, использованные для мутации CDR3 бета-цепи TCR c12/c2 (SEQ ID NO: 38, 

39, 40 и 41). 

(N = A, C, G, T; S = C или G; W = A или T). 

Фиг. 26. Распознавание комплексов пептида и молекул МНС T-клеточными рецепторами, введен-

ными в клетки млекопитающих с помощью направляемого нуклеазой встраивания. 

TCR1 представляет собой пептид 1 (SLLMWITQV), распознающий c12/c2 TCR в форме комплекса с 

меченым фикоэритрином HLA-A2 (пептид 1). TCR2 представляет собой пептид 2 (ELAGIGILTV), распо-

знающий 4JFH TCR, в форме комплекса с меченым фикоэритрином HLA-A2 (пептид 2). Образцы а и с 

показывают клетки, экспрессирующие TCR1, которые были подвергнуты воздействию пептида 1 (a) или 

пептида 2 (c). Образцы b и d показывают клетки, экспрессирующие TCR2, которые были подвергнуты 

воздействию пептида 1 (a) или пептида 2 (c). 

Образцы e и f показывают нетрансфецированные клетки HEK293, которые были мечены с исполь-

зованием пептида 1 (e) или пептида 2 (f). 

g. Плазмиду, кодирующую TCR1, смешивали с 100-кратным избыточным количеством плазмиды, 

кодирующей TCR2, которая была введена с помощью направляемого нуклеазой встраивания в клетки 

HEK. 1,15% клеток были мечена с использованием пептида 1. 1,15% клеток были положительно окра-

шенными. 

h. Плазмиду, кодирующую TCR2, смешивали с 100-кратным избыточным количеством плазмиды, 

кодирующей TCR1, которая была введена с помощью направляемого нуклеазой встраивания, и была ме-

чены с использованием пептида 2. 0,62% клеток были мечены. Положительно окрашенные клетки соби-

рали с помощью проточной сортировки и выделяли мРНК для анализа в отношении специфического 

обогащения TCR. 

Образцы i-1 иллюстрируют экспрессию библиотеки T-клеточных рецепторов в клетках HEK293. 

Библиотека TCR была введена путем электропорации Maxcyte и подвергалась отбору в течение 11 суток 

с использованием пуромицина. Образец I. показывает клетки, меченные, АРС-меченым антителом к TCR 

(ось y), в примере j. показаны клетки, меченные фикоэритрин-меченым пептидом 1 и молекулами МНС 

(ось x) Образец к. показывает нетрансфецированные клетки, меченные как антителом к TCR, так и пеп-

тидом 1:МНС. Образец 1. показывает трансфецированные библиотекой TCR1 клетки, меченные как ан-

тителом к TCR, так и пептидом 1 и молекулами МНС. Образцы m-n иллюстрируют экспрессию TCR в 

клетках Jurkat. TCR1 был введен путем электропорации Amaxa и подвергался отбору в течение 25 суток 

с использованием пуромицина. Плазмиду трансфецировали в присутствии (iii) или в отсутствие (n) нук-

леазы TALE и инкубировали с меченым АРС антителом к β-цепи TCR. Образцы о-r иллюстрируют акти-

вацию T-клеточного рецептора в тех же самых TCRl-трасфецированных клетках Jurkat. Все клетки мече-

ны антителом к CD69 (ось y). Образец о не подвергался стимуляции, а образец p подвергался стимуляции 

антителом к CD3 в течение 24 ч. Образцы q и r инкубировали в течение 24 ч с 2 и 6 мкл, соответственно, 

меченых РЕ молекул МНС и пептида 1. Все клетки также подвергались воздействию антитела к CD28. 

Фиг. 27. Векторы plNT21 CAR1 и plNT21 CAR2 для введения библиотек химерных антигенных ре-

цепторов (CAR) в клетки человека. 

Изображение плазмиды plNT21 с одним промотором, на котором показаны гомологичные участки 

AAVS, селективный ген устойчивости к пуромицину, промотор CMV, контролирующий слияние связы-
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вающей молекулы с сигнальным доменом CD3ζ. Сайты Nco 1 и Not 1 подходят для клонирования связы-

вающей молекулы. 

a. plNT21 CAR1 обеспечивает слияние связывающей молекулы с околомембранным, транс мем-

бранным и сигнальным доменом CD3ζ. 

b. plNT21 CAR2 обеспечивает слияние связывающей молекулы с шарнирной областью CD8 и 

трансмембранным доменом, активирующими доменами 4-1ВВ и CD3ζ. 

c. Последовательность CD3ζ в plNT 21_CAR1 (SEQ ID NO: 42, 43 и 44). 

d. Последовательность CD8, 4-1ВВ и CD3ζ в plNT 21CAR2 (SEQ ID NO: 45 и 46). 

e. Последовательность FMC63 H-L (антитело к CD19) (SEQ ID NO: 47 и 48). 

Фиг. 28. Экспрессия scFv и альтернативного каркасного белка в составе конструкции химерного ан-

тигенного рецептора, введенной в клетки человека с помощью опосредованного нуклеазой встраивания. 

Клетки HEK были трансфецрованы антителами к FGFR1 (b) или lox1 adhiron (c) и мечены мечен-

ными FGFR1 и lox1 соответственно. В качестве контроля те же антигены инкубировали с нетрансфеци-

рованными клетками HEK293 (а и c соответственно). 

Популяции из библиотек фагового дисплея, отобранных на мезотелине и CD229, были введены в 

клетки HEK с помощью опосредованного нуклеазой встраивания (f и h, соответственно) и были отобра-

ны с использованием пуромицина в течение 11 суток. Эти клетки или нетрансфецированные клетки 

HEK293 инкубировали с меченным мезотелином (e, f) или CD229 (g, h). На изображениях e и h представ-

лены нетрансфецированные клетки HEK293. 

Фиг. 29. Последовательность альтернативных связывающих каркасных белков для дисплея на клет-

ках млекопитающих библиотек связывающих молекул разных форматов без труда может быть введена с 

помощью направляемого нуклеазой встраивания с использованием вектора, описанного в данном доку-

менте. В качестве примера были получены конструкции Adhiron с фланкирующими сайтами Nco 1 и Not 

1 для введения в конструкции CAR или слитые конструкции с Fc-фрагментом. 

a. Последовательность связывающегося с lox1 Adhironlox1A (SEQ ID NO: 49 и 50). 

b. Последовательность связывающегося с lox1 Adhironlox1B (SEQ ID NO: 51 и 52) (вариабельные 

петли показаны полужирным шрифтом и подчеркиванием на последовательности белка). 

c. Потенциальные мутагенные праймеры для создания библиотеки связывающих молекул в составе 

петли 1 (adhiron mut1) (SEQ ID NO: 53, 55 и 56) или в составе петли 2 (adhiron mut2) (SEQ ID NO: 54, 57 и 

58). 

Ниже представлено изображение участка, покрытого праймерами (нижняя цепь), на котором пока-

зана трансляция белка, п соответствует разному количеству кодонов NNS, что приводит к образованию 

петель разной длин. 

d. Последовательность связывающегося с трипсином ноттина MCoTI-II с фланкирующими сайтами 

Nco1 и Not1, обеспечивающая экспрессию ноттина в составе векторов, описанных в данном документе. 

Последовательность первой петли выделена подчеркиванием SEQ ID NO: 59 и 60). 

e. Стратегия для создания библиотеки мутированных форм ноттинов. В этом примере петлю 1 была 

заменена 10 случайным образом расположенных аминокислот. В этом примере были введены кодоны 

VNS (V = A, С или G), что приводит к получению 24 кодонов, кодирующих 17 аминокислот. Эта после-

довательность может быть введена в клон, кодирующий MCoTI-II с использованием стандартных спосо-

бов (SEQ ID NO: 61, 62 и 63). 

Фиг. 30. Пример последовательности для опосредованной нуклеазой вставки генов антител посред-

ством лигирование или соединение концов, опосредованное микрогомологией (MMEJ). 

a. Последовательность pD7-Sce1 (нуклеотиды 1-120) (SEQ ID NO: 64, 65). Последовательность ана-

логична pD6 (см. фиг. 3c, 8), за исключением того, что левый участок AAVS между ECoR1 и Nsi1 было 

заменено на последовательность, распознаваемую мегануклеазой I-Sce1 (жирный шрифт). Кроме того, 

правый участок AAVS между Asc1 и Mlu1 было заменено на вставку, кодируемую праймерами 2723 и 

2734 (не показано). 

b. Последовательность pD7-ObLiGaRe (нуклеотиды 1-120) (SEQ ID NO: 66, 67). Последователь-

ность аналогична pD6 (см. фиг. 3c, 8), за исключением того, что левый участок AAVS между ECoR1 и 

Nsi1 было заменено на сайты распознавания AAVS TALE правого и левого участка. Кроме того, правый 

участок AAVS между Asc1 и Mlu 1 было заменено на вставку, кодируемую праймерами 2723 и 2734 (не 

показано). 

Фиг. 31. Направляемое нуклеазой встраивание связывающих молекул в локусе ROSA 26. 

a. Показана последовательность левого гомологичного участка включительно до начала гена устой-

чивости к пуромицину, в которой показаны праймеры и сайты рестрикции, упомянутые в примере 22 

(SEQ ID NO: 68). 

b. Последовательность правого гомологичного участка для направляемого нуклеазой встраивания в 

локус ROSA 26, в которой показаны праймеры и сайты рестрикции, упомянутые в примере 22 (SEQ ID 

NO: 69). 
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Примеры 

Пример 1. Конструирование векторов для экспрессии антител, получивших формат IgG. 

Для осуществления отбора связующих молекул (например, антитело, белок или пептид) на генети-

ческом уровне требуется введение гена, кодирующего эту связующую молекулу, и контроль экспрессии 

этого гена с использованием экзогенного промотора, или путем прямого встраивания трансгена ниже 

промотора, предсуществующего в клеточной ДНК, например, эндогенного промотора. Антитела являют-

ся наиболее часто используемым видом связывающих молекул, и они могут подвергаться форматирова-

нию для экспрессии в разных формах. В приведенных ниже примерах описана продукция антител фор-

мата scFv-Fc, у которых scFv-фрагмент слит с Fc-доменом, путем экспрессии одного гена. Авторы также 

приводят пример экспрессии антител, получивших формат молекул lgG2 человека. Чтобы экспрессиро-

вать антитела, получившие формат IgG или FAb, в продуцирующих клетках, таких как клетки высших 

эукариот, требуется отдельная экспрессия тяжелых и легких цепей. Это можно осуществить путем вве-

дения отдельных плазмид, кодирующих каждую цепь, или путем их введения на одной плазмиде. В со-

ставе одной плазмиды могут быть экспрессированы 2 цепи в составе одной мультицистронной мРНК. 

Экспрессия различных белков в составе одной матричной РНК требует наличия элементов, как, напри-

мер, последовательности внутренней посадки рибосомы (IRE), которые обеспечивают инициацию транс-

ляции во вторичном положении в нисходящем направлении. В качестве альтернативы можно использо-

вать элементы последовательности, способствующие остановке/повторной инициации трансляции, как, 

например, последовательности 2A вирусов [119]. 

В качестве альтернативы, множество различных белков может быть экспрессировано в составе од-

ной плазмиды с использованием множества промоторов. На фиг. 1а и 1b показана структура 2 похожих 

экспрессирующих кассет в составе разных каркасов векторов (pDUAL и plNT3), которые были разрабо-

таны для экспрессии секретируемых антител, получивших формат IgG. Эти экспрессирующие кассеты 

были созданы с использованием комбинации генного синтеза и амплификации с помощью полимеразной 

цепной реакции стандартных элементов, таких как промоторы и поли(A)-последовательности. Первые 

отдельные плазмиды были созданы в составе pCMV/myc/ER (фиг. 1c, Life Technologies) для экспрессии 

тяжелой цепи (pBIOCAMl-NewNot) и легкой цепи (pBIOCAM2-pEF) антител. Элементы из pBIOCAM2-

pEF (включая промотор pEF, ген легкой цепи и поли(A)-сайт) были клонированы в pBIOCAMl-NewNot) 

для получения pDUAL. Показанные примеры включают VH- и VL-домены от гуманизированного анти-

тела к лизоциму под названием D1.3 [120] и называются pDUAL-D1.3 и plNT3-D1.3. Элементы pDUAL 

D1.3, представленные на фиг. 1а, содержатся между сайтом EcoR1 и поли(A)-сайтом BGH остова плаз-

миды из pCMV/myc/ER (Life Technologies номер по каталогу V82320, фиг. 1с). 

Аналогичным образом отдельные кассеты с генами легкой цепи и тяжелой цепи вводили в pSF-pEF 

(Oxford Genetics OG43) и pSF-CMV-F1-Pac1 (Oxford Genetics OG111), соответственно, для создания 

plNT1 и plNT2. Они были объединены путем клонирования кассеты с геном легкой цепи (включая про-

мотор pEF, ген легкой цепи и поли(A)-сайт) выше промотора CMV в plNT2, для получения plNT3. Эле-

менты plNT3-D1.3, представленные на фиг. 1b, клонированы между первым Bgl2 и SBF1, которые пред-

ставлены в составе плазмиды pSF-CMV-F1-Pac1 (фиг. 1d, Oxford Genetics OG111). 

Немедленно-ранний промотор цитомегаловируса (промотор CMV) является сильным промотором, 

и он был использован для контроля экспрессии тяжелых цепей. pDUAL D1.3 также включает в себя со-

стоящую из трех частей лидерную последовательность аденовируса 2 (TPL) и усиленный основной позд-

ний промотор (enh MLP), следующий непосредственно ниже промотора CMV [121]. Фактор элонгации 1 

альфа вырабатывается/синтезируется в большом количестве практически во всех типах клеток эукариот, 

поэтому промотор (pEF) гена этого белка обычно используют для контроля экспрессии трансгенов [122]. 

В pDUAL-D1.3 и plNT3-D1.3 промотор pEF используется для контроля экспрессии легкой цепи антитела. 

Сайты полиаденилирования бычьего гормона роста (полиА BGH) содержатся в конце каждой экспресси-

рующей кассеты. 

Секреция отдельных тяжелых и легких цепей в эндоплазматическом ретикулуме (и, в конечном 

счете, в культуральном супернатанте) находится под контролем 2 различных лидерных последователь-

ностей. Секреция легкой цепи контролируется лидерной последовательностью ВМ40 [123]. За ней сле-

дуют сайты клонирования Nhe1 и Not1, которые обеспечивают клонирование генов VL в рамке считыва-

ния, которые, в свою очередь, слиты с геном С каппа-цепи человека. Контроль секреция тяжелой цепи 

осуществляется за счет разделения лидерной последовательности с помощью интрона гена VH мыши 

(который встречается в pCMV/myc/ER). За лидерной последовательностью следуют сайты Nco1 и Xho1, 

которые обеспечивают клонирование генов VH в рамке считывания, за которыми следует ген lgG2 с оп-

тимизированными кодонами. Гены VL и VH гуманизированного антитела D1.3 [120] были клонированы 

в сайты Nhe1/Not1 и Nco1/Xho1, соответственно, в составе pDUAL-D1.3 и plNT3-D1.3. 

Варианты этих плазмид, кодирующие заякоренные в мембране варианты белков, были созданы для 

дисплея на клетках млекопитающих. Плазмида pD1 была создана путем расщепления pDUAL-D1.3 с по-

мощью Bsu36I (которая разрезает CH3-домен гена тяжелой цепи lgG2) и с помощью BstZ171, которая 

разрезает остов за поли-А областью SV40 кассеты с геном устойчивости к неомицину (фиг. 1с). Следова-

тельно, в результате этого удаляется большая часть CH3-домена и вся экспрессирующая кассета с геном 
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устойчивости к неомицину. CH3-домен заменяется на синтетическую вставку с совместимыми концами 

Bsu36I и BstZ171 (представлены на фиг. 1е). Была сконструирована синтетическая вставка для замены 

стоп-кодона в конце CH3-домена антитела на донорный сайт сплайсинга и интрон, что обеспечивает 

сплайсинг CH3-конца с экзоном, кодирующим первые 5 внутриклеточных остатков трансмембранного 

домена рецептора PDGF человека [84], стоп-кодоном и дополнительным донорным сайтом сплайсинга. 

За ним следует дополнительный интрон и акцепторный сайт сплайсинга, а затем следует кодон для од-

ной аминокислоты и стоп-кодон (фиг. 1е). Эти 2 синтетические интрона, которые фланкируют экзон, 

кодирующий трансмембранный домен, были сконструированы с сайтами узнавания ROX, расположен-

ными в их составе. Сайты ROX распознаются рекомбиназой Dre, вызывая рекомбинацию между ДНК, 

содержащей эти сайты [88]. Включение 2 сайтов ROX, фланкирующих экзон, кодирующий трансмем-

бранный домен, создает возможность для удаления этого экзона путем трансфекции гена, кодирующего 

рекомбиназу Rox. Предположительно в результате этого образуется секретируемый продукт - антитело. 

На фиг. 2 показана последовательность полученной в результате плазмиды с двойным промотором 

для экспрессии антител, экспрессирующей гуманизированное антитело D1.3 к лизоциму (в настоящем 

документе называется pD1-D1.3 (SEQ ID NO: 1). Специфичность связывания с лизоцимом обеспечивает-

ся посредством включения доменов последовательностей VH и VL из D1.3 [120] между сайтами рест-

рикции Nco/Xho1 и Nhe1/Not1 соответственно. Последовательность показана от сайта EcoR1 до BstZ171. 

Последовательности за пределами сайтов EcoR1 и BstZ171 получены из остова вектора, который пред-

ставлен на фиг. 1с. 

Пример 2. Конструирование вектора (pD2) для направленного встраивания кассеты с генами анти-

тел в локус AAVS. 

Расщепление геномной ДНК с использованием сайт-специфических нуклеаз облегчает вставку ге-

терологичной ДНК путем гомологичной рекомбинации или негомологичного соединения концов (NHEJ). 

ДНК клеток HEK293 расщепляли нуклеазами, которые целенаправленно воздействуют на первый интрон 

протеинфосфатазы 1, ген регуляторной субъединицы 12С (PPP1R12C). Было установлено, что этот локус 

является основным сайтом встраивания аденоассоциированного вируса, и он называется сайтом AAVS 

(фиг. 3a). Сайт AAVS считается локусом, который представляет собой "безопасную гавань" для вставки 

и экспрессии гетерологичных генов в клетках человека [124]. 

После сайт-специфического расщепления геномной ДНК появляется возможность встраивания кас-

сеты, экспрессирующей белок, с использованием гомологичной рекомбинации. Для этого необходимо 

фланкировать экспрессирующую кассету участками, гомологичными последовательностям, встречаю-

щимся на любой стороне сайта расщепления генома. Для направленного встраивания в локус AAVS 

фрагмент локуса AAVS длиной 804 п. о., расположенный в 5'-направлении по отношению к предпола-

гаемому сайту расщепления, амплифицировали с помощью ПЦР для создания сайтов EcoR1 и Mfe 1 на 

5'- и 3'-конце соответственно. Этот продукт, представляющий собой левое гомологичный участок для 

целенаправленного встраивания кассеты с генами антител, клонировали в сайт EcoR1 pD1, восстанавли-

вая сайт EcoR1 на 5'-конце. В случае правого гомологичного участка фрагмент локуса AAVS длиной 836 

п.о., расположенный в 3'-направлении по отношению к сайту расщепления, амплифицировали с помо-

щью ПЦР для создания сайтов Bstz171 на каждом конце, и его клонировали в Bstz171 pD1. Конструкция 

представлена на фиг. 3b, а последовательность полученной в результате конструкции (pD2) показана на 

фиг. 3c. 

Во время клонирования левого гомологичного участка AAVS на 3'-конце также была произведена 

вставка сайтов рестрикции Nsi1 и Pad1. Эти сайты были впоследствии использованы для клонирования 

синтетического интрона, за которым следует ген устойчивости к бластицидину и поли(A)-сайт. В гене 

устойчивости к бластицидину отсутствует промотер, но ему предшествует акцепторный сайт сплайсинга, 

который обеспечивает слияние в рамке считывания с вышерасположенным экзоном из локуса AAVS 

(фиг. 3a, b). Встраивание в локус AAVS вызывает экспрессию беспромоторного гена устойчивости к бла-

стицидину. Последовательность этой итоговой конструкции, называемой pD2, показана на фиг. 3c. 

Последовательность кассеты с геном антитела, включающей в себя промотор pEF, ген легкой цепи 

D1.3, поли(A)-участок, промотор CMV, ген тяжелой цепи D1.3, альтернативные сайты сплайсинга и по-

ли(A)-сайт показана на фиг. 2. Во избежание повторений эта последовательность представлена на фиг. 3c 

в виде блока с надписью: "КАССЕТА ДЛЯ ЭКСПРССИИ ГЕНА АНТИТЕЛА D1.3". 

Пример 3. Направляемое AAVS TALEN встраивание конструкции IqG для экспрессии антитела на 

клеточной поверхности и связывания антигена. 

Клетки HEK293F (Life Technologies), выращиваемые в среде Freestyle, трансфецировали ДНК pD2-

D1.3 в присутствии или в отсутствии пары векторов, со вставкой AAVS для TALEN. Пара участков 

AAVS для TALEN ("исходная плазмида с последовательностями AAVS") была описана ранее [125], a 

TALEN распознает последовательность: 

левый участок для TALEN: 5' (T)CCCCTCCACCCCACAGT (SEQ ID NO: 70) 

Спейсер 5' GGGGCCACTAGGGAC (SEQ ID NO: 71), 

правый участок для TALEN: последовательность, комплементтарная к 5' AGGATTGGTGACA-

GAAAA (SEQ ID NO: 72) (т.е.) 5' TTTTCTGTCACCAATCCT (SEQ ID NO: 73). 
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Альтернативная, более эффективная, направляемая последовательностями AAVS пара доменов 

TALEN, была выявлена и использована в последующих экспериментах (pZT-AAVS1 LI TALE-N и pZT-

AAVS1 R1 TALE, номер по каталогу No GE601A-1 System Biosciences). Эта пара, которая распознает 

один и тот же сайт (но не первый остаток "T", показана в скобках выше), называется парой "AAVS-SBI" 

TALEN. 

Клетки высевали в количестве 0,5×10
6
 клеток/мл и трансфецировали на следующий день в количе-

стве 10
6
 клеток/мл с использованием смеси ДНК:полиэтиленимина (PoIyPIus), которую добавляли в со-

отношении 1:2 (мас./мас.). Клетки трансфецировали 0,6 мкг/мл pD2 и котрансфецировали либо 

pcDNA3.0 в качестве контроля (0,6 мкг/мл), либо комбинированными плазмидами, содержащими левые 

и правые "исходные последовательности AAVS" TALEN (0,3 мкг каждого/мл). pD3, которая экспресси-

рует EGFP под контролем промотора CMV (см. ниже), была включена в эксперимент в качестве контро-

ля трансфекции, при этом эффективность трансфекции составляла 35%. Селекцию клеток осуществляли 

в суспензионной культуре с использованием среды Freestyle (Life Technology) с добавлением 5 мкг/мл 

бластицидина. 

Для того чтобы определить экспрессию антител на клеточной поверхности, клетки окрашивали ан-

тителом к Fc-фрагменту иммуноглобулина человека в соответствии со следующим протоколом: 

1. Через 16 дней после трансфекции 0.5-1×10
6
 клеток из популяций, отобранных с использованием 

бластицидина, центрифугировали в течение 2 мин (200-300 xg) при 4°C. 

2. Клетки промывали с использованием 1 мл промывочного буфера (0,1% БСА в PBS, Gibco  

№ 10010) и осаждали в течение 2 мин (200-300 xg) при 4°C. 

3. Клетки ресуспендировали в 100 мкл окрашивающего буфера (1% БСА в PBS) и добавляли 5-1 

мкл из конъюгированных флуорохром антител. В качестве антител использовали меченные фикоэритри-

ном антитела к Fc-фрагменту IgG человека (клон FIP6017, номер по каталогу 409304, Biolegend) или ме-

ченные фикоэритрином антитела к lgG2a мыши, изотипический контроль к-цепи (номер по каталогу 

400214, Biolegend). Инкубацию проводили в течение > 30 мин при 4°C в темноте. 

4. Промывали дважды с использованием 1 мл промывочного буфера и ресуспендировали в 500 мкл 

промывочного буфера. 

5. Добавляли 5 мкл раствора для оценки жизнеспособности клеток (№ 00-6993-50 eBioscience), со-

держащий 50 мкг/мл 7-амино-актиномицина D (7-AAD), чтобы идентифицировать мертвые клетки. 

6. Клетки анализировали на проточном цитометре (Becton Dickinson FACS II). На фиг. 4 показано, 

что здесь популяция клеток, экспрессирующих антитела, была значительно большей при трансфекции 

pD2-D1.3 в присутствии AAVS, направленного на TALEN, при этом количество положительно окрашен-

ных клеток составляло 86% по сравнению использованным отдельно pD2-D1.3 - 1,5% положительно ок-

рашенных клеток. 

Функциональные свойства антител к лизоциму, экспрессированных на поверхности, определяли 

путем оценки связывания с меченым антигеном. Лизоцим куриного яйца (Sigma: L6876) метили с ис-

пользованием системы для конъюгации Lightning-Link Rapid (DyLight 488, Innova Biosciences: 322-0010) 

следующим образом. 

1. Добавляли 10 мкл реагента LL-Rapid Modifier к 100 мкл лизоцима (200 мкг растворили в 100 мкл 

PBS) и аккуратно перемешивали. 

2. Полученную добавляли смесь к смеси Lightning-Link Rapid, перемешивали и аккуратно ресус-

пендировали с использованием возвратно-поступательного перемешивания пипеткой. 

3. Инкубировали смесь в течение 15-30 мин в темноте при комнатной температуре. 

4. Добавляли 10 мкл реагента LL-Rapid Quencher к реакционной смеси и аккуратно перемешивали. 

5. Хранили при 4°C. Конечная концентрация лизоцима-Dy488 составляет 1,6 мкг/мкл. 

6. Использовали 6 мкл лизоцима-Dy488 (-10 мкг) на одно окрашивание. 

7. Окрашивание, отмывку и проточную цитометрию проводили, как описано выше. 

Анализ показывает, что 86% клеток, трансфецированных pD2-HUD 1,3, связывали меченый HEL 

(судя по гейту Ml) по сравнению с 0,29% в случае нетрансфецированных клеток (фиг. 5). 

Пример 4. Сайт-специфические нуклеазы (TALEN, направляемые AAVS) усиливают встраивание 

донорной ДНК. 

Также производили посев трансфецированных клеток и селекцию с использованием бластицидина, 

чтобы определить количество клеток, в которых была активирована экспрессия беспромоторного гена 

устойчивости к бластицидину. Через 24 ч после трансфекции клетки высевали в количестве 0,25×10
6
 кле-

ток/чашку Петри диаметром 10 см (из культурального пластика), и выращивали минимальной питатель-

ной среде, содержащей 10% фетальной бычьей сыворотки (10270-10
6
, Gibco) и 1% заменимых аминокис-

лот (MEM_NEAA № 11140-035 Life Technologies). Еще через 24 ч добавляли 5 мкг/мл бластицидина и 

производили замену среды каждые 2 дня. Через 9 дней все клетки, которые не включили плазмиду pD2, 

погибли. Через 12 дней планшеты окрашивали 2% метиленовым синим (в 50% метанола). Плотность ко-

лоний была слишком высокой для точной количественной оценки, но наблюдалось повышение количе-

ства устойчивых к бластицидину колоний при наличии AAVS TALEN, что указывает на целенаправлен-
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ное встраивание в локус AAVS. Меньшее количество ДНК вводили для более точного количественного 

определения. 

Трансфекции проводили, как описано ранее, с использованием либо 50, 200 либо 400 нг pD2-

D1.3/10
6
 клеток в присутствии или в отсутствие AAVS TALEN (0,3 мкг/мл каждой нуклеазы TALEN, в 

случае наличия, фиг. 1А). Общее количество вводимой ДНК доводили до 1,2 мкг ДНК на 10
6
 клеток с 

использованием контрольной плазмиды pcDNA3.0. Через 24 ч после трансфекции 0,25×10
6
 клеток высе-

вали в чашку Петри диаметром 10 см и через 24 ч после посева добавляли 7,5 нг/мл бластицидина. Через 

10 дней после селекции с бластицидином колонии окрашивали 2% метиленовым синим (в 50% метано-

ла). Результаты показаны на фиг. 6 и представлены в краткой форме в табл. 1А. Показано, что котранс-

фекция ДНК, кодирующей TALEN, направленные на AAVS, приводит к увеличению количества колоний 

устойчивых к бластицидину, приблизительно в 10 раз. 

Сравнение проводилось между такими плазмидами как, как "исходная плазмида с последовательно-

стями AAVS" и "AAVS SBI", направляющих субъединицы нуклеазы TALEN, которая целенаправленно 

воздействует на локус AAVS. В Таблице 1В показано увеличение числа колоний, устойчивых к бласти-

цидину, при использовании пары TALEN "AAVS SBI". 

Таблица 1 

Определение количества колоний, устойчивых к бластицидину,  

полученных в результате трансфекции pD2-D1.3 

А. 

 
В. 

 

 
В данном примере авторы сравнили эффект встраивания с помощью нуклеазы TALEN, используя 

либо экспрессию антитела на клеточной поверхности (пример 3), либо активацию беспромоторного гена 

устойчивости к бластицидину (пример 4). Преимущество направляемого нуклеазами встраивания являет-

ся более очевидным при оценке экспрессии антител по сравнению с влиянием, оказываемым на колонии, 

устойчивые к бластицидину. Одним из возможных объяснений этого эффекта является то, что уровни 

экспрессии, необходимые для выживания в присутствии бластицидина, могут быть значительно мень-

шими, чем уровни экспрессии, необходимые для выявления экспрессии lgG2 на поверхности. Таким об-

разом, ошибочное встраивание/сплайсинг беспромоторного гена устойчивости к бластицидину может 
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приводить к снижению уровня экспрессии гена устойчивости к бластицидину на фоне повышения числа 

колоний, устойчивых к бластицидину в отсутствие значительной экспрессии антител. 

Пример 5. Определение точности встраивания с использованием AAVS TALEN. 

Для изучения точности встраивания были выделены колонии, полученные в эксперименте из при-

мера 4/табл. 1А (из дублированных, неокрашенных планшетов), размножены, а геномная ДНК из этих 

клеток была использована в качестве матрицы в ПЦР. Для получения геномной ДНК клетки собирали и 

ресуспендировали в 700 мкл лизирующего буфера (10 мМ Tris.CI, рН 8,0, 50 мМ ЭДТА, 200 мМ NaCl, 

0,5% SDS, дополненного 0,5 мг/мл протеиназы К (добавляли непосредственно перед лизисом). Затем 

клетки, ресуспендированные в лизирующем буфере, переносили в микроцентрифужную пробирку и ин-

кубировали при 60°C в течение приблизительно 18 ч. На следующий день к лизату добавляли 700 мкл 

изопропанола, чтобы осадить геномную ДНК. Микроцентрифужную пробирку осаждали при  

13000 об/мин в течение 20 мин. Осадок геномной ДНК промывали 70%-ным этанолом и осаждали при 

13000 об/мин в течение 10 мин. После центрифугирования аккуратно отбирали супернатант, стараясь не 

касаться осадка геномной ДНК. Осадок геномной ДНК затем повторно ресуспендировали в 100 мкл бу-

фера, содержащего 10 мМ Трис (рН 8,0), 1 мМ ЭДТА и инкубировали при 60°C в течение 30 мин с от-

крытой крышкой для того, чтобы избавиться от остатков этанола. К 100 мкл этого раствора добавляли 

РНКазу-А (конечная концентрация 20 мкг/мл) и инкубировали при 60°C в течение примерно одного часа. 

Концентрацию геномной ДНК измеряли с помощью спектрофотометра (NanoDrop). 

Для идентификации точности встраивания были сконструированы ПЦР-праймеры, которые гибри-

дизуются в геномном локусе AAVS за пределами левых и правых гомологичных участков. Они были 

попарно соединены с помощью встраивания специфических праймеров. 

Праймеры на 5'-конце. 

Граница левого участка AAVS-ПЦР-прямой (9625) 5' CCGGAACTCTGCCCTCTAAC (SEQ ID NO: 

74) граница BSD - ПЦР-обратный (9626): 5' TAGCCACAGAATAGTCTTCGGAG (SEQ ID NO: 75). 

Если происходит правильное встраивание, получают продукт длиной 1,1 т.п.о. В случае 8 из 9 кло-

нов, полученных в результате направленного AAVS встраивания, наблюдалась полоса ожидаемого раз-

мера (фиг. 7а, b). В случае 2 клонов, устойчивых к бластицидину, полученных в отсутствие TALEN, об-

разование продукта не наблюдалось (фиг. 11а), что указывает на случайное встраивание. 

Праймеры на 3'-конце. 

Последовательность донорной плазмиды PDGFRTM-2, прямой праймер 5' ACACGC AGGAGGCC 

ATCGTGG (SEQ ID NO: 76), граница правого участка AAVS 1 ПЦР-обратный 5' TCCTGGGA-

TACCCCGAAGAG (SEQ ID NO: 77). 

Таким образом, получают продукт длиной 1,5 т.п.о. с правильным встраиванием. Для 7 из 9 клонов, 

полученных в результате направленного встраивания, наблюдалась полоса ожидаемого размера. В слу-

чае 2 клонов, устойчивых к бластицидину и полученных в отсутствие TALEN, образования продукта не 

наблюдалось (рисунок 11b). Таким образом, большинство устойчивых к бластицидину клеток получают 

в результате правильного встраивания в локус AAVS, в то время как устойчивые к бластицидину коло-

нии, полученные в отсутствие TALEN, были встроены неправильно. 

Пример 6. Создание дисплейной библиотеки scFv из отобранной популяции, полученной с помо-

щью фагового дисплея, и отбор посредством дисплея на клетках млекопитающих. 

Растворимые формы антител с форматом, измененным на scFv, были ранее экспрессированы в со-

ставе вектора pBIOCAM5-3F, в котором экспрессия осуществлялась под контролем промотора CMV, а 

часть вектора, в состав которой входили человеческий Fe, His6 и 3xFLAG, представляла собой С-

концевой участок экспрессируемого слитого белка [105, 12 6]. Его модифицировали для создания векто-

ра pBIOCAM5newNot, в котором сайт Not1 был встроен в Fc-область антитела (как показано на фиг. 8). 

Его использовали в качестве исходного вектора для создания вектора pD6 (фиг. 8) для экспрессии сли-

тых белков scFv-Fc, прикрепленных к клеточной поверхности. Были сконструированы праймеры (2598 и 

2619) для амплификации экспрессионной кассеты, содержащей кодирующую scFv-Fc последователь-

ность под контролем промотора CMV, с использованием в качестве матрицы плазмиды pBIO-

CAM5newNot. Праймер 2598 гибридизуется перед промотором CMV и вносит в последовательность ам-

плифицируемого фрагмента сайт Рас 1 (подчеркнут). 

 
Праймер 2619 гибридизуется возле конца Fc-домена и вносит в начало интрона донорный сайт 

сплайсинга и сайт Pmel (подчеркнут). 

 
Полученный ПЦР-продукт совместим с сайтами Pad и Pmel из pD2 (фиг. 3). 

Расщепление pD2 с помощью Pacl и Pmel приводит к удалению последовательности: промотор pEF-

лидерная последовательность-легкая цепь-промотор CMV-лидерная последовательность-тяжелая цепь. 

При клонировании продукта ПЦР, расщепленного с помощью Pacl/Pmel, в плазмиду помещается 
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последовательность, содержащая промотор CMV-лидерная последовательность-сайты Nco1/Not1- Fc-

фрагмент иммуноглобулина человека. 

Клонирование таким способом обеспечивает размещение кассеты, кодирующей scFv-Fc, соответст-

вующим образом для сплайсинга с расположенным ниже трансмембранным доменом, который был опи-

сан ранее, для презентации IgG на клеточной поверхности при использовании pD2. Последний вектор 

pD6 показан на фиг. 8, последовательность D6 показана в направлении от сайта Nco1 к сайту Pmel. 

Отбор методом фагового дисплея был проведен с использованием библиотеки фагового дисплея 

McCafferty [7] с помощью бета-галактозидазы (Rockland, номер по каталогу В000-17) и CD229 (R и D 

Systems, Cat-898 CD-050) в качестве антигенов. По сути, были использованы способы отбора и субкло-

нирования, которые были описаны ранее [6, 7, 118, 127]. Гены scFv из популяций, вытекающих из одного 

или двух циклов отбора с использованием бета-галактозидазы и двух циклов отбора с использованием 

CD229 были получены с помощью ПЦР. Гибридизация праймера M13Leadseq осуществляется в бактери-

альной лидерной последовательности, находящейся перед геном scFv, a гибридизация Notmycseq осуще-

ствляется в теге туе, находящемся за геном scFv в векторе для фагового дисплея [127]. 

M13Leadseq (SEQ ID NO: 80) 

ААА ТТА ТТС GCA ATT CCT TTG GTT ССТ 

Notmycseq (SEQ ID NO: 81) 

GGC CCC ATT CAG АТС СТС ТТС TGA GAT GAG 

ПЦР-продукт расщепляли с помощью Nco1 и Not1, полученную вставку очищали после расщепле-

ния и разделения в агарозном геле. Расщепленный продукт был лигирован в сайты Nco1 и Not1 бактери-

альной экспрессирующей плазмиды pSANG10-3F, a экспрессию и скрининг антител осуществляли, как 

было ранее описано [127]. После 2 раундов отбора с использованием бета-галактозидазы и CD229, 40/190 

(21%) и 35/190 (18%) клонов оказались положительными по результатам ИФА. 

550 нг вставки, вырезанной с помощью Nco/Not, лигировали с плазмидой pD6 (2,4 пг), гидролизо-

ванной Nco1 и Not1, для получения конструкции, экспрессирующей белок, полученный в результате 

слияния scFv и Fc-области lgG2 человека. Лигированную ДНК трансформировали в электрокомпетент-

ные клетки NEB5alpha (New England Biolabs, номер по каталогу С2989), в результате чего была получена 

библиотека размером 2-3×10
7
 клонов для каждой популяции. Получали ДНК и котрансфецировали в 

клетки HEK293 lOOmls, выращенных в среде Freestyle, как описано выше, с использованием 0,3 мкг до-

норной ДНК (библиотека pD6) на 10
6
 клеток. Клетки котрансфецировали с использованием 0,5 мкг каж-

дой из плазмид "AAVS-SBI" TALEN (pZT-AAVS1 LI TALE-N и pZT-AAVS1 R1 TALE, номер по катало-

гу GE601A-1 System Biosciences). 

Через 24 ч после трансфекции общий объем культуры увеличился в два раза и через 24 ч добавляли 

бластицидин (10 мкг/мл). Каждые 3-4 дня вносили новую среду и через 6 дней концентрацию бластици-

дина увеличили до 20 мкг/мл. 

Для того чтобы определить размер библиотеки, 20 000 клеток высевали в чашки Петри диаметром 

10 см (из культурального пластика) через 24 ч после трансфекции и выращивали в минимальной пита-

тельной среде, содержащей 10% фетальной бычьей сыворотки (10270-106, Gibco) и 1% заменимых ами-

нокислот (MEM_NEAA № 11140-035 Life Technologies). Еще через 24 ч добавляли 10 мкг/мл бластици-

дина и производили замену среды каждые 2 дня. Через 8 дней планшеты окрашивали 2% метиленовым 

синим (в 50% метанола). Результаты показаны в табл. 2. Показано, что были получены библиотеки раз-

мером около 3×10
6
 клонов (что составляет 3% от трансфецированных клеток) для 3-х популяций. 

Таблица 2 

Определение размера библиотеки scFv-Fc 

 
Протокол для мечения и поточной сортировки 10-20×10

6
 клеток приведен ниже. Первоначальный 

анализ проводили через 13 дней после трансфекции с использованием всего лишь 10
6
 клеток/образец и с 

меньшими инкубационными объемами (объемы реагентов составляют 1/10 от показанных). 

На фиг. 9 показано, что на 13-й день после трансфекции по меньшей мере 43-46% клеток экспрес-

сируют слитый белок scFv-Fc на клеточной поверхности и его можно обнаружить либо с помощью  

FITC-, либо фикоэритрин-меченых антител к Fc-фрагменту. Связывание биотинилированной бета-

галактозидазы также обнаруживается в пределах этой популяции с использованием либо FITC-, либо 

фикоэритрин-меченого стрептавидина. Используя стрептавидин-FITC была выявлено 11,8% и 39% по-

ложительных клеток в отношении экспрессия антител и связывания антигена с использованием библио-

тек, полученных из выходных популяций, полученных из 1 или 2-х раундов отбора методом фагового 

дисплея соответственно. В случае CD229, 66% клеток, полученных в результате 2-х раундов фагового 
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дисплея, были положительными по scFv-Fc, a 24% из них были положительными в отношении связыва-

ния CD229 (15% от общей численности популяции). 

На 20-е сутки после трансфекции клетки метили в соответствии с протоколом, который представ-

лен ниже (с использованием биотинилированного антигена/фикоэритрин-меченого стрептавидина и 

FITC-меченого антитела к Fc-фрагменту иммуноглобулина человека). 

1. Собрать, промыть и довести концентрацию клеток до 15-20x10
6
 клеток на пробу. Осадить клетки 

при 250 g в течение 4 мин при комнатной температуре, промыть клетки 1 мл PBS + 0,1% БСА (4°C), оса-

дить клетки при 250 g в течение 4 мин при комнатной температуре, ресуспендировать в 1 мл PBS + 1% 

БСА 

2. Добавить биотинилированный антиген до конечной концентрации 100 нМ и инкубировать 30 мин 

при 4°C 

3. Промыть клетки 2 раза по 1 мл 0,1% БСА путем центрифугирования при 1500 об/мин в течение 5 

мин. 

4. Добавить либо 

10 мкл FITC-меченого стрептавидина (1 мкг/мл, Sigma, номер по каталогу S3762) и 20 мкл фико-

эритрин-меченых антител к Fc-фрагменту иммуноглобулина человека (200 мкг/мл, Biolegend, номер по 

каталогу 405203), либо 

20 мкл фикоэритрин-меченого стрептавидина (200 мкг/мл, Biolegend, номер по каталогу 405203) и 

20 мкл FITC-меченых антител к Fc-фрагменту иммуноглобулина человека (200 мкг/мл, Biolegend, номер 

по каталогу 409310) в PBS + 1% БСА в течение 15 мин при 4°C в темноте. 

5. Промыть клетки 2 раза по 1 мл 0,1% БСА путем центрифугирования при 1500 об/мин в течение 5 

мин. 

6. Ресуспендировать их в 500 мкл охлажденного на льду PBS + 1% БСА 

7. Добавить 20 мкл 7 AAD/флакон для оценки жизнеспособности. 

Для сортировки проводили гейтинг клеток на основе размера клетки, зернистости, длительности 

импульса и жизнеспособности (посредством окрашивания 7-AAD, малоугловое светорассеяние и боко-

вое рассеяние. Результаты показаны на фиг. 9с и f. В общей сложности проводили сортировку 10 мил-

лионов клеток, и 3,1% и 7% двойных положительных клеток были отобраны для библиотек, полученных 

из выходных популяций, полученных в результате 2-х раундов отбора (CD229 R2) и 1-ого раунда отбора 

с использованием β-галактозидазы (P-galR1) соответственно. 

Клетки, отобранные из клеток β-galR1, выращивали еще в течение 20 дней и повторно анализиро-

вали (фиг. 9h). Показно, что в результате этого большинство клеток экспрессируют scFv-Fc и связывают 

β-галактозидазу. На этой фигуре также показано, что доля двойных положительных клеток в составе не 

подвергавшейся отбору популяции не уменьшалась через 42 дней после трансфекции (фиг. 9к). 

Геномную ДНК получали из 150 000-Ю
6
 отсортированных клеток. Геномную ДНК получали с ис-

пользованием способа, описанного ранее, или с использованием набора "GenEIute mammalian genomic 

DNA miniprep kit" (Sigma G1N10). 

Гены scFv амплифицировали методом ПЦР с использованием геномной ДНК с использованием 

следующих праймеров: 

2623 (SEQ ID NO: 82) TAAAGTAGGCGGTCTTGAGACG 

2624 (SEQ ID NO: 83) GAAG GTG CTGTTG AACTGTTCC 

Реакции ПЦР проводили с использованием полимеразы Phusion (NEB, номер по каталогу M0532S) в 

буфере от изготовителя, содержащем 0,3 мкМ каждого праймера и 3% ДМСО. 100-1000 нг геномной 

ДНК использовали в качестве матрицы в 50 мкл реакционной смеси. Осуществляли 30 циклов при 98°C в 

течение 10 с, 55°C в течение 25 с, 72°C в течение 45 с. В результате этого был получен продукт размером 

1,4 т.п.о., который расщепляли с помощью Nco1 и Not1. Была получена полоса приблизительно 750-800 

п.о. и очищена после разделения в агарозном геле до клонирования в pSANGlO. Лигированную ДНК 

трансформировали в клетки BL21 (компетентные клетки BL21 (DE3), Edge Bio Ultra, номер по каталогу 

45363). Таким образом, scFv-фрагменты, полученные из отсортированной популяции, могут быть экс-

прессированы в бактериях, как было описано ранее [7, 127]. 

В качестве альтернативы выделению гена антитела и экспрессии в альтернативной комбинации 

вектор/хозяин можно получить секретируемые антитела непосредственно из отобранных клеток либо 

после клонирования одной клетки, либо с использованием отсортированной популяции для получения 

смеси поликлональных антител. Для примера, культуральный супернатант отбирали из отсортированных 

клеток (из клеток β-galR1) через 7 дней в культуре. С использованием планшетов, покрытых β-

галактозидазой, были получены дало положительные результаты по ИФА (см. пример 13 и фиг. 19b). 

Пример 7. Создание и отбор из дисплейной библиотеки IgG, состоящей из отобранной популяции, 

полученной с помощью фагового дисплея. 

Фрагменты ДНК, кодирующие scFv, представляющие собой продукты, которые получают в резуль-

тате 1 и 2 раундов отбора с помощью фагового дисплея антител с использованием β-галактозидазы и 

CD229, были получены, как описано в примере 6. Популяциям молекул scFv придавали формат IgG в 
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соответствии с Примером 14 и подробным описанием способа, которое приведено ниже. 

ДНК-вставку, кодирующую константный домен легкой каппа-цепи человека (CL), последователь-

ность полиаденилирования (pA), промотор CMV и сигнальный пептид из Ун-цепи иммуноглобулина 

мыши (представленный между сайтами Not1 и Nco1 pD2, которые показаны на фиг. 21b), амплифициро-

вали методом ПЦР в составе плазмиды pD2 с использованием праймеров 2595 (GAGGGCTCTGG-

CAGCTAGC) (SEQ ID NO: 84) и 2597 (TCGAGACTGTGACGAGGCTG) (SEQ ID NO: 85). ПЦР-реакции 

проводили с использованием полимеразы KOD hot start polymerase (Novagen, номер по каталогу 71086-4) 

в буфере от производителя, содержащем 0,25 мкМ каждого праймера. 10 нг ДНК плазмиды pD2 исполь-

зовали в качестве матрицы в 50 мкл реакционной смеси. Осуществляли 25 циклов при 98°C в течение  

10 с, 55°C в течение 25 с, 72°C в течение 40 с. В результате этого был получен продукт длиной 1,8 т.п.о., 

который расщепляли с использованием Nco1 и Not1 и очищали после разделения в агарозном геле (фиг. 

20а представлена в виде вставки CL-pA-CMV-SigP на фиг. 21b). 

Фрагменты ДНК, кодирующие scFv, представляющие собой продукты, которые получают в резуль-

тате 1 и 2 раундов отбора с помощью фагового дисплея антител с использованием β-галактозидазы и 

CD229, были получены, как описано в примере 6. На фиг. 20b показаны популяции scFv, отобранных с 

использованием β-галактозидазы и CD229, разделенных с помощью электрофореза в 1% агарозном геле. 

Реакции лигирования между вставкой scFv и вставкой CL-pA-CMV-SigP осуществляли путем инку-

бации расщепленной Nco1/Not1 вставки scFv (1 мкг) с расщепленной Nco1/Not1 вставкой CL-pA-CMV-

SigP (1 мкг) с ДНК-лигазой Т4 (1,5 мкл, Roche, 10-481-220-001) в буфере от производителя в общем объ-

еме 40 мкл с образованием "мини-кольца", изображенного на фиг. 21с. После лигирования образцы ин-

кубировали при 16°C в течение 16 ч, очищали с использованием микроцентрифужной колонки, подвер-

гали расщеплению с помощью Nhe1 и Xho1, а продукт длинной 2,6 т.п.о. (изображен на фиг. 21d) очи-

щали с помощью электрофоретического разделения в 1% агарозном геле (фиг. 20с). 

Вставку ДНК, изображенная на фиг. 2Id, кодирующая VL-Cb-pA-CMV-SigP-VH (0,5 мкг), лигиро-

вали с расщепленным Nhe1/Xho1, очищенным после разделения в агарозном геле вектором pD2 (0,7 мкг) 

(фиг. 21е), с ДНК-лигазой Т4 (1,5 мкл, Roche, 10-481-220-001) в буфере от производителя в общем объе-

ме 40 мкл, для получения направленного вектора, изображённого на фиг. 2If. Он кодирует популяции 

антител, получивших формат молекул IgG, образующихся в результате первого или второго раунда фа-

гового дисплея антител с использованием β-галактозидазы или CD229. После лигирования образцы ин-

кубировали при 16°C в течение 16 ч, очищали с использованием микроцентрифужной колонки и элюи-

ровали с использованием воды для ВЭЖХ. 

Лигированную ДНК трансформировали в электрокомпетентные клетки NEB5-альфа (New England 

Biolabs, номер по каталогу С2989), в результате чего была получена библиотека размером 1-4×10
5
 клонов 

для каждой популяции. Получали ДНК и котрансфецировали в клетки HEK293 100 мл, выращенные на 

среде Freestyle, как описано выше, с использованием 0,3 мкг донор ной ДНК (библиотека pD6- на 10
6
 

клеток. Клетки котрансфецировали с использованием 0,5 мкг каждой из плазмид "AAVS-SBI" TALEN 

(pZT-AAVS1 LI TALE-N и pZT-AAVS1 R1 TALE, номер по каталогу GE601A-1 System Biosciences). 

Через 24 ч после трансфекции объем культуры увеличился в два раза и еще через 24 ч добавляли 

бластицидин (10 мкг/мл). Каждые 3-4 дня вносили новую среду и через 6 дней концентрацию бластици-

дина увеличили до 20 мкг/мл. 

Для того чтобы определить размер библиотеки, 250000 клеток высевали в чашки Петри диаметром 

10 см (из культурального пластика) через 24 ч после трансфекции и выращивали в минимальной пита-

тельной среде, содержащей 10% фетальной бычьей сыворотки (10270-106, Gibco) и 1% заменимых ами-

нокислот (MEM_NEAA № 11140-035 Life Technologies). Еще через 24 ч добавляли 10 мкг/мл бластици-

дина и производили замену среды каждые 2 дня. Через 8 дней планшеты окрашивали 2% метиленовым 

синим (в 50% метанола). Результаты показаны в табл. 3. Показано, что были получены библиотеки раз-

мером около 5-9×10
5
 клонов (что составляет от 0,5 до 0,9% трансфецированных клеток) для 3-х популя-

ций. 

Таблица 3 

Определение размера дисплейных библиотек молекул 

на клетках млекопитающих, получивших формат IgG 
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Основную часть популяции клеток, трансфецированных с использованием продуктов 1-го или 2-го 

раундов отбора с использованием β-галактозидазы, подвергали отбору в бластицидин-содержащей среде, 

как описано выше. Через 19 дней метили 10-20×10
6
 клеток, а также проводили проточную сортировку, 

как описано в примере 6. Отсортированные клетки выращивали в течение 17 дней и повторно анализиро-

вали с помощью проточной цитометрии (фиг. 10). Это показало, что большинство клеток в данном экс-

перименте характеризовались двойным положительным окрашиванием в отношении экспрессии IgG и 

связывания с β-галактозидазой. 

Геномную ДНК получали из отсортированных клеток, а ДНК, кодирующую вставку IgG, выделяли 

с помощью ПНР. Вставку с IgG-кодированием амплифицировали с использованием полимеразы KOD 

(Merck, номер по каталогу 71086-3) при температуре отжига 60°C и с применением 30 циклов. Был ис-

пользован буфер от производителя с 5% ДМСО с использованием 0,3 мкМ праймеров 2597 (SEQ ID NO: 

54) и 2598 (SEQ ID NO: 47). Продукт требуемого размера подвергали очистке после разделения в агароз-

ном геле. Продукт, очищенный после разделения в агарозном геле, затем использовали для ПНР с ис-

пользованием полимеразы KOD (Merck, номер по каталогу 71086-3) в буфере от производителя с 5% 

ДМСО с использованием 0,3 мкМ праймера 2625 (SEQ ID NO: 55) в комбинации либо с праймером 1999 

(SEQ ID NO: 56) (для образца R1), либо 2595 (SEQ ID NO: 53) (для 4R1 и 5R1) с использованием темпе-

ратуры отжига 60°C и 30 циклов. Продукты гнездовой ПНР подвергали очистке после разделения в ага-

розном геле и подвергали двойному расщеплению с использованием Nhe1-HF (NEB, номер по каталогу. 

R3131S) и Xho1 (NEB, номер по каталогу R0146S), чтобы лигировать их с plNT3 (фиг. 1), который под-

вергался двойному расщеплению аналогичным образом, для экспрессии растворимых форм связываю-

щих молекул, получивших формат IgG. Последовательности праймеров: 

 
Пример 8. Создание и отбор из библиотеки наивных scFv. 

В источнике Schofield и др. [7] описано создание библиотеки фагового дисплея (библиотека McCaf-

ferty), в которой гены антител из B-лимфоцитов целого ряда доноров были сначала клонированы с обра-

зованием "промежуточной библиотеки", а затем повторно клонированы с образованием окончательной 

функциональной библиотеки фагового дисплея. Эта та же самая промежуточная библиотека и методика 

были использованы для создания новой библиотеки библиотека (IONTAS) из 4×10
10

 клонов. Из этой 

библиотеки получали плазмидную ДНК, стараясь обеспечить достаточное количество молекул библио-

теки в составе бактериального инокулята. Был установлен целый ряд ПЦР-реакций с использованием, в 

целом, 2 мкг матричной ДНК. ПЦР-продукт подвергали расщеплению с помощью Nco1 и Not1, очищали 

после разделения в агарозном геле и лигировали, как описано в примере 6. 9,3 мкг pD6 и 0,93 мкг полу-

ченной методом ПЦР вставки подвергали лигированию на протяжении ночи, продукты лигирования 

очищали с использованием экстракции фенолом и хлороформом, и клетки DH5-альфа подвергали элек-

тропорации ДНК, как было описано ранее [7]. В результате дисплея с использованием вектора, содержа-

щего слитые гены scFv-Fc, была создана библиотека, состоящая из 2,4×10
8
 клонов. Из этой "библиотеки 

наивных клеток" получали ДНК, клонировали в pD6 и трансфецировали в клетки HEK293F (Life Tech-

nologies) в объеме 1 л, выращенные в среде Freestyle (как описано выше). 0,3 мкг ДНК библиотеки pD6, 

0,5 мкг каждой пары TALEN "AAVS-SBI". Через 24 ч после трансфекции объем культуры увеличивался 

в два раза, и через 48 ч после трансфекции начинали проводить селекцию с использованием бластициди-

на, как описано выше. Размер библиотеки определяли путем осуществления посева аликвот культуры 

через 24 ч после трансформации и селекции с использованием бластицидина, как описано выше. Была 

создана библиотека из 0,9×10
7
 клонов. 

Целый ряд антигенов подвергали биотинилированию с помощью набора EZ-Link SuIfo-NHS-LC-

Biotin (Pierce номер по каталогу 21327) в соответствии с инструкциями изготовителя. В качестве антиге-

нов использовали бычий тиреоглобулин (Calbiochem, номер по каталогу 609310), рекомбинантный 

CD28-Fc человека (R and D Systems, номер по каталогу 342-CD-200) и рекомбинантный EphB4-Fc мыши 

(R and D Systems, номер по каталогу 446-В4-200). Также использовали биотинилированную β-

галактозидазу (Rockland, номер по каталогу В000-17). 

Селекцию трансфецированных клеток производили в суспензионной культуре с использованием 

бластицидина в течение 17 дней, как описано выше. Клетки собирали, промывали и доводили концен-

трацию до 15-20×10
6
 клеток на пробу. Клетки были получены, как описано, и биотинилированный анти-

ген добавлен в концентрации 500 нМ. Мечение и проточную сортировку проводили, как описано выше. 

Используя контрольные клетки, инкубированные только с меченым фикоэритрином антителом к Fc-

фрагменту, был получен "гейт", который включал 0,05% этих клеток. Используя тот же гейт для меченых 
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клеток, были включены от 0,28 до 0,51% клеток (фиг. 11). Клетки собирали и выращивали для использо-

вания в дополнительных раундах сортировки и амплификации генов scFv из библиотеки наивных моле-

кул. 

Пример 9. Создание клеточной линии с "сайтами множественной посадки" для сравнения подходов, 

основанных на использовании нуклеаз и рекомбиназ, к встраиванию в геном. 

Для осуществления сравнения способов встраивания на основе либо расщепления геномной ДНК, 

либо встраивания, опосредованного рекомбиназой, был сконструирован направляемый AAVS вектор 

(pD4), который обеспечивает введение интрона с множественными "сайтами посадки" (пример 3). К ним 

относятся сайт FRT, распознаваемый рекомбиназой Flp, и пара сайтов lox2272/loxP, распознаваемых ре-

комбиназой Cre. Для обеспечения целенаправленного расщепления в состав pD4 также включили после-

довательность из GFP, для которой была сконструирована пара TALEN [128], и сайт мегануклеазы I-Sce 

1 для обеспечения встраивания, направляемого эндонуклеазой. Была сконструирована совместимая вно-

симая донорная плазмида (pD5) с соответствующими сайтами узнавания таким образом, что встраива-

ние, направляемое нуклеазой или рекомбиназой, приводит к активации беспромоторного гена устойчи-

вости к бластицидину и встраиванию кассеты, экспрессирующей антитела. 

Структура плазмиды и последовательности pD4 показаны на фиг. 12b. Вначале была создана про-

межуточная плазмида pD3, которая включает ген GFP под контролем CMV-промотора, за которым сле-

дуют слитые гены устойчивости к пуромицину/тимидинкиназы под контролем промотора PGK (фиг. 

12а). Она был создана путем расщепления pBIOCAM1-newNot с использованием Sac1 (в конце CMV-

промотора) и BstBI (между геном Neo поли(A)-последовательностью, фиг. 1а). Это позволило удалить 

экспрессирующую кассету с геном устойчивости к неомицину и позволяет производить замену на синте-

тическую вставку, содержащую ген усиленного зеленого флуоресцентного белка (EGFP) под контролем 

CMV-промотора. Эта конструкция с геном GFP была слита на С-конце с остатками 422-461 мутантной 

формы последовательности PEST орнитин-декарбоксилазы мыши. Эта последовательность PEST была 

включена в плазмиду pZsGreenl-DR (Clontech), и, как было показано, обуславливала уменьшение перио-

да полужизни слитого GFP до 1 часа. Кассету, кодирующую промотор PGK, слитые гены устойчивости к 

пуромицину/тимидинкиназы (Puro deltaTK) и кассету с поли(A)-последовательностью вырезали из плаз-

миды pFLEXIBLE [129] с использованием Xmnl и FSE1, а также клонировали в сайты Smal и FSE1, со-

держащиеся в исходной синтетической вставке. Полученная в результате плазмида (называемая pD3) 

кодирует ген GFP под контролем CMV-промотора и ген устойчивости к пуромицину под контролем 

промотора PGK. 

Для создания окончательного варианта нацеливающего вектора pD4, удаляли CMV-промотор и 

осуществляли вставку левого гомологичного участка AAVS. Фрагмент локуса AAVS длиной 850 п.о. 

амплифицировали методом ПЦР для получения левого гомологичного участка AAVS, фланкированного 

EcoR1 на 5'-конце и Mrel на 3'-конце. Его клонировали в сайт EcoR1/Mrel из pD3, что приводило к удале-

нию CMV-промотора. Сайт Nsi1 был также включен на 3'-конце этого левого гомологичного участка 

AAVS. Соседние участки Mre1 и Nsi1 использовали для введения синтетического фрагмента, путем сли-

яния интрона с геном EGFP, как показано на фиг. 13. Синтетический интрон, предшествующий гену 

EGFP, включает в себя 

сайт распознавания для рекомбиназы FRT, 

сайт рекомбинации Iox 2272, 

сайт мегануклеазы I-Sce1, 

сайт распознавания GFP TALEN, 

последовательность Т2А для остановки рибосом [130]. 

Правый гомологичный участок AAVS был получен с помощью ПЦР для создания сайтов Hpa1 и 

BstZ171 на 5'- и 3'-концах. Этот фрагмент клонировали в сайты Hpa1 и BstZ171 из pD3. Полученная в 

результате плазмида pD4 кодирует кассету с геном устойчивости к пуромицину ("Puro deltaTK") и может 

использоваться для введения "сайтов посадки" в локус AAVS, включая для сравнения различные сайты 

нуклеаз и рекомбиназ. Последовательность pD4 показана на фиг. 13 (SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 и SEQ 

ID NO: 7). Левый и правый участки для целенаправленного встраивания AAVS, подробно показаны на 

фиг. 3, а соответствующие сокращения на фиг. 13. 

Интрон, введенный в pD4, содержит сайты распознавания TALEN, полученные из GFP [128]. Пара 

субъединиц TALEN, целенаправленно связывающихся с eGFP (eGFP-TALEN-18-левый и eGFP-TALEN-

18-правый), распознает последовательность, показанную ниже (все последовательности и праймеры 

представлены в 5'-3' направлении), где заглавные буквы соответствуют сайту узнавания левого и правого 

участков TALEN, спейсерная последовательность показана с использованием нижнего регистра. Правый 

участок TALEN распознает последовательность, комплементарную показанной последовательности. 

Первая пара оснований эквивалентна положению -16 в данной последовательности по отношению к по-

следовательности инициирующего кодона ATG из GFP (подчеркнута в спейсерном участке). 

 
Плазмида pD4 также включает в себя сайт мегануклеазы I-Sce1 и сайт FRT, распознаваемый реком-
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биназой Flp. В конечном итоге, pD4 включает Iox 2272 и IoxP (которые несовместимы друг с другом), 

фланкирующие GFP и кассеты, экспрессирующие гены устойчивости к пуромицину. Включение таких 

же 2 сайтов IoxP, фланкирующих донорную плазмиду (pD5, показана ниже), позволяет произвести заме-

ну встроенной кассеты (включая кассету PGK puro delta TK), путем замены ее вносимой кассетой, кон-

тролирующей экспрессию гена устойчивости к бластицидину и антител с помощью опосредованного 

рекомбиназой кассетного обмена. 

Создание клеточной линии путем трансфекции pD4. 

Клетки HEK293F ресуспендировали в количестве 10
6
 клеток/мл, добавляли ДНК: полиэтиленимин 

(PoIyPIus) в соотношении 1:2 (мас/мас). Клетки трансфецировали 0,6 мкг/мл pD4 и котрансфецировали 

либо с использованием пары "исходная плазмида с последовательностями AAVS" для TALEN, либо с 

использованием pcDNA3.0, в качестве контроля (0,6 мкг/мл). pD3, который экспрессирует EGFP в соста-

ве CMV-промотора был включен в эксперимент в качестве контроля трансфекции, и эффективность 

трансфекции с его использованием составляла 35%. Через 24 ч трансфецированные клетки высевали в 

количестве 0,5×10
6
 клеток/10 см чашку Петри диаметром (тканевую культуру обрабатывали) и выращи-

вали минимальной питательной среде, содержащей 10% фетальной бычьей сыворотки (10270-106, Gibco) 

и 1% заменимых аминокислот (MEM_NEAA № 11140-035 Life Technologies). 5 мкг/мл пуромицина до-

бавляли еще через 24 ч и производили замену среды каждые 2 дня. Через 5 дней нетрансфецированные 

клетки или клетки, трансфецированные только с pD3, были мертвы. Через 12 дней было приблизительно 

200 колоний на клетках, трансфецированных только с pD4 и приблизительно 400 колоний на клетках, 

трансфецированных с pD4 и парой AAVS TALEN. 

Устойчивую популяцию к пуромицину, возникающую из трансфекции с pD4 и парой AAVS 

TALEN, анализировали для точного встраивания. Кроме того, одну колонию собирали с этой популяции 

(клон 6F) и сравнивали с колонией из устойчивой популяции к пуромицину, возникающей из pD4 транс-

фекции при отсутствии пары AAVS TALEN. Для правильной идентификации правильного встраивания, 

были созданы ПЦР-праймеры, которые гибридизуются в геномном локусе AAVS за пределами левого и 

правого гомологичных участков. Они были в паре со вставкой специфических праймеров. Праймеры на 

5'-конце: 

AAVS1_HA-L_Nested_Forwl GTGCCCTTGCTGTGCCGCCGGAACTCTGCCCTC (SEQ ID NO: 89); 

EGFP_Synthetic_gene_Rev_Assembly TTCACGTCGCCGTCCAGCTCGAC (SEQ ID NO: 90); 

Purotk_seq_fow2 TCCATACCGACGATCTGCGAC (SEQ ID NO: 91); 

AAVS 1_Right_arm_Junction_PCR_Rev TCCTGGGATACCCCGAAGAG (SEQ ID NO: 77). 

На фиг. 14 показано, что клон 6F и популяция, исправляют оба левых и правых участков, но клон 

отобранный из AAVS не направленной популяции является отрицательным. Таким образом, ПЦР-анализ 

указывает на то, что точность встраивания донорной кассеты больше, когда направляемый AAVS 

TALEN расщепляет геномную ДНК. 

pD4 внедряет беспромоторный ген в рамке считывания гена GFP, приводимый от промотора AAVS. 

Проточная цитометрия устойчивых популяций к пуромицину, показала отсутствие экспрессии GFP. 

Эта неспособность к экспрессии может быть связана с сочетанием короткого периода полужизни 

(определяемого элементом последовательности PEST орнитин-декарбоксилазы мыши) в сочетании с по-

ниженной экспрессией в результате применения промотора Т2А. На самом деле было обнаружено, что 

добавление элемента Т2А перед беспромоторным элементом гена устойчивости к бластицидину (как это 

было описано для pD2) приводит к уменьшению количества колоний, устойчивых к бластицидину, в 4 

раза. Несмотря на отсутствие экспрессии GFP, тем не менее, встраивание многочисленных сайтов посад-

ки дает возможность для сравнения встраивания в геном, обеспечиваемого рекомбиназой и расщеплени-

ем ДНК. 

Пример 10. Создание вектора для введения кассеты антитела (pD5) в сайт "множественной посад-

ки". 

После введения интрона из "сайта множественной посадки" в локус AAVS, существует возмож-

ность ввести кассету антитела через средства, направленного нуклеазой или направленного рекомбина-

зой. Для этого была создана донорная плазмида pD5, где произведена экспрессионная кассета, фланки-

рованные левые и правые гомологичные участки, которые равнозначны фланкирующим последователь-

ностям сайта расщепления GFP TALEN, введенными в pD4. pD5 сам по себе не включает целый участок 

сайта распознавания GFP TALEN и введение происходит с помощью гомологичной рекомбинации. 

Встраивание донорной плазмиды на основе гомологичной рекомбинации приводит к введению гена ус-

тойчивости к бластицидину, в котором отсутствует промотор, но которому предшествует акцепторный 

сайт сплайсинга, что приводит к слиянию в рамке считывания с расположенным выше экзона из локуса 

AAVS, как описано ранее. Встраивание в локусе AAVS вызывает экспрессию беспромоторного гена ус-

тойчивости к бластицидину. Введенная кассета также кодирует антитело IgG, с измененным форматом, 

тяжелые и легкие цепи под контролем PEF и CMV промоторов, соответственно, как описано выше. pD5 

включает в себя сайт мегануклеазы I-Sce1, который может привести к расщеплению входящего донора, 

дающий возможность для NHEJ (см. пример 12). Сайт FRT также включен в донорную плазмиду pD5, 

позволяет включение, направленное рекомбиназой, к беспромоторному гену устойчивому к бластициди-
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ну и антителу экспрессирующих кассет в том же самом локусе. Как уже говорилось выше, Cre-

рекомбиназа будет действовать на сайтах IoxP в доноре и геномной ДНК опосредованной рекомбиназой 

кассетного обмена. 

Последовательность pD5 показана на фиг. 15. Последовательность на 5'-конце сайта GFP TALEN из 

локуса AAVS. Секция 267 п. о. локуса AAVS выше от сайта расщепления TALEN образована с помощью 

ПЦР. Использовали праймеры, которые создали EcoR1 и Mfe 1 сайт на 5' и 3' концах, и продукт клониро-

вали в сайт EcoR1 из pD1-D1.3. Сайт EcoR1 воссоздавали на 5' конце. Во время клонирования левое го-

мологичный участок Nsi1 и Pad также вставляли в 3' конце. Правый гомологичный участок, включаю-

щий примерно 700 п.о., равнозначной последовательности 3' GFP TALEN, создали путем сборки ПЦР. 

ПЦР-праймеры вводили на 5' и на 3'-конец сайта BstZ171 к собранному фрагменту и его клонировали в 

сайт BstZ171 из pD1-D1.3. ПЦР-праймеры также вводили на 5' конец сайта Hpa1. 

ПЦР-фрагмент, охватывающий интрон (который включает в себя сайты узнавания для GFP TALEN, 

эндонуклеазы I-Sce1, рекомбиназы Flp и рекомбиназы Cre), акцепторную область сплайсинга, устойчи-

вый ген к бластицидину и поли(A)-сайт (описанный выше), был создан на 5' конце сайта Nsi1 и на 3'-

конце сайта Pac1. Его клонировали в сайт Nsi1 и Pac1 из плазмиды, описанной выше, для создания pD5-

D1.3 (последовательность показана на фиг. 15, а плазмидная конструкция показана на фиг. 18а). 

Пример 11. Сравнение направляемого нуклеазой и направляемого Flp встраивания кассеты, экс-

прессирующей антитела. 

Система Flp-In, которую ранее использовали для встраивания, опосредованного рекомбиназой, ан-

титела экспрессирующих кассет [18] использует мутантную Flp-рекомбиназу (в плазмиде pOG44), кото-

рая обладает только 10% активности при 37°C в нативной Flp-рекомбиназе [19]. Был определен вариант 

Flp-рекомбиназы (FIpe) с более выраженной термостабильностью и активностью при 37°C, чем дикий 

тип [19, 20]. В дальнейшем это усовершенствовали за счет оптимизации кодона для создания Flpo [131], 

кодированного в составе плазмиды cCAGGS-Flpo (Genebridges номер по каталогу А203). Сравнивали 

влияние обоих вариантов Flp-рекомбиназы (закодированной в pOG44 и cCAGGS- Flpo). Рекомбинацию 

направленной Cre-рекомбиназы, также проверяли с помощью трансфекции клеток с плазмиды, которая 

кодирует Cre-рекомбиназу [132] (pCAGGS-Cre, Genebridges номер по каталогу А204). В каждом векторе 

рекомбиназа экспрессируется под контролем промотора β-актина курицы непосредственно раннего эн-

хансера CMV. Большая T-последовательность внутриядерной локализации SV40 используется для внут-

риядерной локализации [20]. В исходных векторах (cCAGGS-Flpo и pCAGGS-Cre) экспрессия рекомби-

назы связана с геном устойчивости к пуромицину при помощи внутренним сайтом рибосомного входа 

(IRES), который был удален с использованием стандартных методов молекулярной биологии. 

Эксперимент проводили для сравнения эффективности геномного направленного расщепления по 

сравнению с встраиванием, направленным рекомбиназой, антитела кассеты. Результаты оценивали 2 

способами. 

1. Измерение количества устойчивых колоний к гену устойчивости к бластицидину, возникающих 

при введении беспромоторного гена устойчивости к бластицидину. 

2. Оценка степени экспрессии антитела осуществляется за счет различных подходов. 

Как описано в примере 9, сайты узнавания для Cre-рекомбиназы (lox2272 и IoxP) и Flp-

рекомбиназы (FRT) были ранее встроены в локус AAVS в клоне 6F. Кроме того, сайты распознавания 

для пары GFP TALEN и для сайта мегануклеазы I-Sce1 также присутствуют в пределах одного интрона. 

Донорная плазмида pD5-D1.3 несет те же сайты распознавания (кроме GFP TALEN) внутри интрона вы-

ше от беспромоторного гена устойчивости к бластицидину. Правильное встраивание приводит к актива-

ции гена устойчивости к бластицидину. pD5-D1.3 также отвечает за экспрессируемый на клеточной по-

верхности ген антитела D1.3, получившего формат IgG. 

Котрансфекция из pD5-D1.3 с pOG44 или pCAGGS- Flpo (2 варианта кодирования Flp-

рекомбиназой) должна привести к встраиванию всей плазмиды pD5 в сайт FRT из клона 6F. Донорная 

плазмида pD5-D1.3 также имеет сайт lox2272 внутри синтетического интрона выше от гена устойчивости 

к бластицидину и сайт IoxP в конце антитела экспрессирующей кассеты. Под действием экспрессии, Cre-

рекомбиназа из pCAGGS-Cre кассетного обмена, опосредованного рекомбиназой, должна привести к 

встраиванию гена устойчивости к бластицидину и экспрессии кассеты антитела в сайты lox2722 и IoxP в 

пределах клона 6F. 

Эффективность от встраивания вектора с использованием методов, направленных рекомбиназой, с 

методами, направленными геномным расщеплением, сравнивали с использованием пары TALEN (EGFP-

TALEN-18-Левый и EGFP-TALEN-18-Правый) относительно последовательности из GFP (Reyon и et al., 

2012). В случае элемента GFP TALEN, между левым и правым гомологичными участками будет встраи-

ваться следующее геномное расщепления TALEN. 

Для того чтобы провести сравнение с сайтом мегануклеазы I-Sce1, был построен кодон оптимизи-

рованного гена, кодирующий сайт I-Sce1 (фиг. 16). Этот ген имеет N-конец эпитопа HA, tag/SV40, ядер-

ную локализацию сигнала (NLS) на N-конце и фланкирующие сайты Nco1 и Xba1, на 3' и 5' концами. Ген 

клонировали в вектор pSF-CMV-F1-Pac1 (Oxford Genetics OG111), где запускается экспрессия от промо-

тора CMV. 
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Трансфекцию проводили с использованием клона 6F с правильно встроенным "сайтом множествен-

ной посадки". Клетки суспендировали в количестве 10
6
 мл и трансфецировали с 50 нг pD5-D1.3 донор-

ной плазмиды/10
6
 клеток наряду с ферментами, кодирующих плазмид (табл. 4А). 

Через 24 ч трансфецированные клетки высевали в чашки Петри в количестве 0.5×10
6
 клеток/10 см 

(тканевую культуру обрабатывали) и выращивали в минимальной питательной среде, содержащей 10% 

фетальной бычьей сыворотки (10270-106, Gibco) и 1% заменимых аминокислот (MEM_NEAA № 11140-

035 Life Technologies). 5 мкг/мл бластицидина добавляли еще через 24 ч и производили замену среды 

каждые 2 дня. Через 12 дней планшеты окрашивали 2% метиле новым синим (в 50% метанола) и подсчи-

тывали численность колоний (табл. 2). При непосредственном сравнении между Flp-рекомбиназой, Cre-

рекомбиназой и TALEN, наибольшее количество колоний получены с использования GFP TALEN, где 

произошло увеличение в 9 раз по сравнению с контролем, содержащим "только донорную ДНК" (табл. 

4А). Кроме того, обнаруживается, что использование оптимизированного гена Flpo фактически привело 

к сокращению количества колоний, устойчивых к бластицидину, по сравнению с контролем, содержа-

щим "только донорную ДНК" возможно за счет токсичности повышенной активности Flp-рекомбиназы. 

Было также увеличение количества колоний с использованием pCAGGS-Cre по сравнению с только до-

норным контролем. 

Второй эксперимент проводили в сравнении GFP TALEN с повышенной Flp (от cCAGGS-Flpo), а 

также с низкой активностью Flp-фермента, кодируемый в pOG44 из системы Flp-In (как использует Zhou 

и др. [17, 18, US7, 884054]. Сравнивали GFP TALEN и Cre-рекомбиназу (табл. 4В). Клетки трансфециро-

ваны с количеством ДНК, показаны на миллион клеток. 0,25×10
6
 клеток высевали и определяли количе-

ство колоний, устойчивых к бластицидину, как описано выше. Клетки также отбирали для устойчивости 

к бластицидину в жидкую культуру в течение 30 дней, прежде чем определить долю клеток, которые 

экспрессируют IgG на поверхности (как описано выше). В Таблице 4В показано, что TALEN превосхо-

дил другие подходы в исчислении количества устойчивых колоний. Опять же, использование оптимизи-

рованных Flp внутри cCAGGS-Flpo фактически привело к сокращению количества колоний, устойчивых 

к бластицидину, по сравнению контролями, содержащими "только донорную ДНК". Использование Cre-

рекомбиназы снова приводило к увеличению количества колоний, устойчивых к бластицидину, по срав-

нению с контролем, тогда как при использовании гена Flp в составе pOG44 было показано лишь незначи-

тельное увеличение по сравнению с контролем. 

Таблица 4 

Сравнение подходов, основанных на встраивании,  

направляемом нуклеазой TALE и направляемом рекомбиназой 

А. 

 
В. 
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C. 

 

 
С добавлением большего количества ДНК-донора (табл. 4С) было отмечено увеличение численно-

сти колоний на промежуточных уровнях (2 мкг/миллион клеток) и снижение на более высоких уровнях 

по всем направлениям (6 мкг/млн клеток). Ни один из других образцов не достиг уровня дисплея антите-

ла со встраиванием, направленным GFP TALEN. 

Клетки были также отобраны для устойчивости к бластицидину в жидкой культуре и клетки окра-

шивали для экспрессии антитела, как описано выше. Встраивание направленного TALEN дало значи-

тельно более высокую долю антител-положительных клеток, по сравнению с другими подходами. Клет-

ки, трансфецированные cCAGGS- Flpo и с высокими концентрациями pCAGGS-Cre, не были здоровы и 

были в недостаточном количестве для проведения проточной цитометрии. 

Сравнение распространялось на включенный сайт эндонуклеазы I-Sce. Синтетический ген, коди-

рующий I-Sce1, синтезировали (фиг. 16) и клонировали в 1 сайт Nco1/Xba из pSF-CMV- f1-Pac1 (Oxford 

Genetics). Клетки суспендировали в 10
6
/мл и трансфецировали на каждый мл клеток (10

6
 клеток/мл) в 

присутствии 300 нг донорной плазмиды pD5-D1.3 вместе с плазмидами, кодирующими ферменты  

(1 мкг/10
6
 клеток). На следующий день 0,05 мл клеток высевали и отбирали в бластицидин, и окрашива-

ли через 14 дней, как было описано ранее. Табл. 5 показывает, что наибольшее количество колоний ус-

тойчивых к бластицидину происходили из сайта мегануклеазы I-Sce1 с последующей парой EGFP 

TALEN. Обе Cre- и Flp-рекомбиназы (закодированы внутри pOG44) дали количество немного выше, чем 

контроль, содержащий "только донорную ДНК". По-прежнему трансфекция Flpe, кодирующая плазми-

ды, фактически уменьшила количество колонии по сравнению с контролем, содержащим "только донор-

ную ДНК". 
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Таблица 5 

Сравнение подходов, основанных на встраивании, направляемом  

мегануклеазой и направляемом рекомбиназой 

 
После трансфекции большую часть клеток отбирали для устойчивости к бластицидину в жидкой 

культуре, а после 7 и 13 дней окрашивали с Fc-фикоэритрин меченым антителом, как описано выше. На 

фиг. 17 (суммировано в табл. 5) показана наиболее высокая экспрессия антител, полученная для клеток, 

трансфецированных I-Sce1 эндонуклеазой и eGFP TALEN (47% и 55% соответственно) по сравнению с 

"только донорными" (4,9%). В отличие от этого, процент позитивных клеток антител, когда клетки ко-

трансфецировали плазмидами, кодирующими Flp-рекомбиназу (pOG44) или Cre-рекомбиназу, был 6,6 и 

6,5% соответственно. Доля позитивных клеток антител продолжает увеличиваться при непрерывном от-

боре в бластицидин и достигает 85-90% положительных антител, в случае I-Sce1 и EGFP TALEN образ-

цы трансфецировали на 19 день, когда производили анализ. Таким образом, мегануклеазы обеспечивают 

альтернативный подход к эффективному встраиванию, направленного нуклеазой, из антитело-

кодирующих трансгенов. 

Пример 12. Направляемое нуклеазой встраивание кассеты с генами антител может происходить как 

путем гомологичной и так и NHEJ. 

Эффективность встраивания трансгенов в клеточную ДНК может быть повышена за счет введения 

двухцепочечных разрывов (DSB). Эндогенные механизмы репарации ДНК в эукариотических клетках, 

включают гомологичную рекомбинацию негомологичного конца соединения (NHEJ) и ее варианты. Все 

обеспечивают средства для введения генов, кодирующие связывающие молекулы внутри библиотеки. 

Гомологичная рекомбинация обеспечивает точное соединение между гомологичными участками и 

вставленными трансгенами, но требует предоставления гомологичных участков в донорную плазмиду. 

ДНК для гомологичной рекомбинации может предоставляться в виде линейной или кольцевой ДНК. При 

использовании NHEJ происходит повторное лигирование концов ДНК в отсутствие необходимости в 

наличии гомологичной матрицы. Данный подход к репарации ДНК является менее точным и может при-

вести к вставлению или удалению. NHEJ, тем не менее, обеспечивает простой способ встраивания в рам-

ке считывания экзонов в интрон или допускает встраивание промотора: кассеты гена в геном. Использо-

вание негомологичных способов позволяет использовать донорные векторы, которым недостаточно го-

мологичных участков, тем самым упрощая конструкцию донорной ДНК. 

Клон 6F имеет GFP TALEN и сайты узнавания нуклеазы I-Sce1, встроенные в геном, и они будут 

расщепляться, когда эти нуклеазы предоставляться. Донорный вектор pD5 не имеет сайта распознавания 

нуклеазы GFP TALE, но имеет гомологичные участки фланкирующего сайта расщепления и таким обра-

зом, ожидается встраивание путем только гомологичной рекомбинации. Расщепление геномной ДНК в 

соседнем сайте мегануклеазы I-Sce1, также приведет к встраиванию элементов pD5 путем гомологичной 

рекомбинации. Однако pD5 также имеет сайт мегануклеазы I-Sce1, который может быть расщеплен in 

vivo, когда обеспечивается наличие I-Sce1. Это создаст линейный продукт ДНК, который потенциально 
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может встраиваться с NHEJ. Как описано ранее, это может быть даже эффективными преимуществами 

при использовании in vivo расщеплении донорной ДНК, когда используется NHEJ. 

На фиг. 18а представлена донорная ДНК в pD5-D1.3, а на фиг. 18b представлен геномный локус 

клеток клона 6F, включающий "сайт множественной посадки". На фиг. 18с представлены результаты 

гомологичной рекомбинации между pD5-D1.3 (фиг. 18а) и сайтом множественной посадки клона 6F 

(фиг. 18b). В отличие от этого на фиг. 18d представлены результаты NHEJ. В этом случае включена до-

полнительная ДНК из остова вносимой плазмиды (представлена двойной стрелкой). Flp-опосредованная 

рекомбинация в сайте "множественной посадки" приводит к образованию аналогичного продукта. Для 

того, чтобы определить по какому пути используется с образцами, описано в примере 11 (показано на 

фиг. 17), геномную ДНК получали из отобранной популяции с бластицидином, как было описано выше. 

Разработали обратный ПЦР-праймер (J44), который гибридизуется со встроенным PGK-промотором. Это 

использовали в сочетании с любой J48, которая гибридизуется в конце белка IgG. Праймеры J44 и J48 

разработаны, чтобы выявить гомологичную рекомбинацию, создающую полосу 1928 п.о, когда I-Sce1 

отвечает за встраивание (обозначено стрелкой на фиг. 18е). (Потенциальная полоса 5131 п.о. может быть 

создана с помощью этой пары праймеров, когда осуществился NHEJ, но этот долгий продукт не виден в 

геноме методом ПЦР этого эксперимента.). 

Праймер J46 разработан для гибридизации внутри гена β-лактамазы в пределах основного вектора. 

Праймеры J44 и J46 ускоряют создание полосы из 1800 п. о., когда осуществился NHEJ. Предполагаемая 

полоса аналогичного размера, где Flp-рекомбиназа приводит к встраиванию опосредованного рекомби-

назой. 

J44: AAAAGCGCCTCCCCTACCCGGTAGAAT (SEQ ID NO: 92) 

J46: GGCGACACGGAAATGTTGAATACTCAT (SEQ ID NO: 93) 

J48: CACTACACCCAGAAGTCCCTGAGCCTG (SEQ ID NO: 94) 

На фиг. 18е ясно показано, что гомологичная рекомбинация осуществляется только с образцами, 

обработанными с GFP TALEN и мегануклеазой I-Sce1 ((I и II по сравнению с III и IV). В противополож-

ность этому, NHEJ осуществляется только тогда, когда расщепление совершается с помощью меганук-

леазы I-Sce1 (фиг. 18е V), но не с GFP TALEN (фиг. 18е VI). Как и следовало ожидать, подобный размер 

полосы обнаруживается в образце обработанным с Flp-рекомбиназой (фиг. 18е VII). Таким образом, этот 

эксперимент показывает, встраивание, направленного нуклеазой, кассеты антитела может осуществлять-

ся одновременно гомологичной рекомбинацией и NHEJ. 

Пример 13. Получение секретируемых и мембраносвязанных фрагментов антител с использованием 

одной и той же клетки. 

Как было описано выше, дисплей векторов млекопитающих pD2 и pD5 сконструирован с экзоном, 

кодирующий трансмембранный домен фланкирующих между двумя сайтами узнавания ROX, призна-

ваемых Dre-рекомбиназой [88]. Для того чтобы определить, можно ли преобразовать из мембранносвя-

занной формы в секретируемую форму популяции устойчивые к бластицидину, вытекающие из транс-

фекции пары pD2-D1.3/AAVS TALEN, повторно трансфецировали плазмидой, кодирующей Dre-

рекомбиназу (pCAGGs-Dre). Это было основано на использовании плазмиды pCAGGs-Dre-IRES puro 

[88], которая контролирует ген Dre-рекомбиназы в составе промотора CAGGs (GeneBridges А205). Ген 

устойчивости к пуромицину удалили с использованием стандартных методов 

молекулярной биологии. Через 22 дня после отбора с бластицидином, клетки раскладывали на рас-

стоянии 0,5×10
6
 клеток/мл и трансфецировали, как описано ранее, с 0,5 мкг pCAGGs-Dre на 10

6
 клеток. 

После 6 дней собрали супернатанты, антитела очищали с использованием белка-А и образцы подвергали 

электрофорезу на геле SDS-PAGE и окрашивали Кумасси синим. На фиг. 19а показано, что секретируе-

мое антитело обнаружено в супернатанте даже без трансфекции с геном Dre-рекомбиназы. Это может 

возникнуть из альтернативного сплайсинга, где экзон, кодирующий трансмембранный домен, пропуска-

ется. В качестве альтернативы антитело в культуре супернатанта может возникнуть в результате расщеп-

ления мембранносвязанного антитела. Трансфекция из Dre-рекомбиназы повысила уровень секретируе-

мого антитела (фиг. 19а). 

Производство секретируемого слияния scFv-Fc также продемонстрировали в эксперименте, опи-

санного в примере 7 (фиг. 9h). Популяции антител scFv, выбранные с помощью фагового дисплея из 1 

раунда на β-галактозидазе, ввели в вектор pD6 и встраивали в локус AAVS клеток HEK293, используя 

AAVS TALEN. Антигенсвязующие клетки сортировали по разбору и выбранные клетки выращивали в 

течение 7 дней после отбора без замены среды, чтобы обеспечить увеличение количества антител. 

Планшеты ИФА покрывали либо β-галактозидазой (10 мкг/мл) или БСА (10 мкг/мл) на протяжении ночи. 

Культуральные супернатанты, из 7 дневных культур, смешивали с 50% объемом 6% Marvel-PBS и тести-

руемого образца в трех экземплярах. 1/10 разбавление также тестировали. Проводили выявление связан-

ного слияния scFv-Fc с использованием антитела IgG-EU человека (Perkin Elmer номер по каталогу 1244-

330). На фиг. 19b показано, что связывание антитела можно выявить непосредственно из любой культу-

ры супернатантов в чистом виде или с разбавлением 1/10. Это показывает, что обе поверхности дисплея 

и секреция антитела может достигаться в пределах одних и тех же клеток без дополнительных стадий. 
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Это дает возможность получить секретируемое антитело непосредственно из выбранных клеток любого 

из следующего клонирования одной клетки или используя выбранную популяцию, как показано здесь, 

создавая поликлональную смесь антитела. 

Пример 14. Простой способ придания молекулам scFv формата IgG или Fab. 

Новый способ изобретен для эффективного превращения антител получившими форму, как scFv с 

IgG форматом, как описано в примере 7. Это преобразование является необходимым процессом на про-

тяжении проектов, направленных на разработку новых антител, в которых используются библиотеки 

фагового дисплея scFv, где в качестве окончательного формата требуется антитело, получившее формат 

IgG или Fab. Современные способы являются трудоемкими и вовлекают отдельное клонирование вариа-

бельного участка тяжелых (Vh) и вариабельного участка легких (Vl) цепей в соответствующие векторы 

экспрессии. Более того, превращение популяции из scFvs "en masse" (целиком) не возможно, так как те-

ряется связь между цепями Vh и Vl. Это является проблемой, потому как Vh и VL цепи способствуют 

специфичности связывания с антигеном. В настоящее время неспособность легко превращать популяции 

из scFv в Ig или Fab формат, ограничивает возможность скрининга большого количества антител, в окон-

чательном формате они будут использоваться в клинике. Способность скрининга рекомбинантных анти-

тел в Ig или Fab формате для связывания мишени, скрининга сборки клетки и биофизических свойств и 

функций, включая агрегатное состояние, является необходимым шагом для выбора кандидата средств 

антитела в качестве клинических кандидатов. Чем больше количество антител, протестированных на 

данном этапе, в IgG или Fab-формате, тем больше вероятность выбора лучшего кандидата средства анти-

тела. 

Описываемый здесь способ для превращения популяций одноцепочечного антитела (scFv) в имму-

ноглобулин (Ig) или Fab формат таким образом, чтобы сохранить изначальное попарное объединение 

тяжелой (Vh) и легкой (Vl) цепей вариабельного домена. Способ позволяет превращения моноклональ-

ные, олигоклональные или поликлональные scFv одновременно с Ig или Fab-форматом. Предпочтитель-

но, способ включает получение "миникольцевой ДНК" нерепликативным путем. Предпочтительно, пол-

ный процесс превращения влечет за собой единую трансформацию бактерий, таких как E.coli, для созда-

ния популяции из бактериальных колоний, каждая из которых несет плазмиду, кодирующую уникальное 

рекомбинантное антитело, получившее формат Ig или Fab. Это отличается от альтернативных способов, 

требующих двух отдельных шагов клонирования и трансформации [117]. 

В более широком плане этот аспект изобретения относится к способу превращения генетической 

конструкции с 3-связанными генетическими элементами A, В и С (представленные с помощью Vh, лин-

кером и соответственно Vl, в случае с scFv) в формате, где порядок фланкирующих элементов (А и С) 

поменяли местами в одной стадии клонирования. Промежуточный элемент может быть сохранен, но с 

наибольшей пользой способ позволяет замену этого промежуточного элемента новым элементом D (что-

бы дать C-D-A). В примере превращения scFv в IgG или Fab, когда С представляет собой антитело Vi 

домена и А представляет собой домен Vh. В этом примере элемент D инкапсулирует константный домен 

легкой цепи, поли-(A) сайт, промотор и лидерную последовательность, слитую с доменом VH (элемент 

А). В процессе продукт (C-D-A) клонировали повторно, что приводило к изменению фланкирующих по-

следовательностей. В примере преобразования scFv в IgG, VL-элемент предшествует промотору и ли-

дерной последовательности, и VH-элемент следует домену CH1-CH2-CH3 в случае антител, получивших 

форму IgG, и домену CH1, в случае антител, получивших форму Fab. Способ можно применять в более 

широком смысле, где элементы А и С (с использованием вышеописанной номенклатуре) могут пред-

ставлять другие генетические элементы, например, в строительстве белков с циркулярной перестанов-

кой, где слит оригинал N- и С- конца и неизвестный внутренний конец спроектирован. 

На фиг. 21 в качестве примера схематически проиллюстрирован процесс преобразования scFv в 

IgG. ДНК-вставка (a), VH- и VL-домены антитела, лигирована с ДНК-фрагментом (b), кодирующим кон-

стантный участок легкой цепи (CL), последовательность полиаденилированая (Ра), промотор цитомега-

ловируса (CMV) и сигнальный пептид (SigP). ДНК-фрагмент (b) также может кодировать любой промо-

тор, вместо промотора CMV. Также, кассета pA-CMV может заменяться на участки внутренней посадки 

рибосомы (IRES) [119] или типа 2А "саморасщепляющиеся" малого пептида [130, 133]. Сшивке молекул 

ДНК (a) и (b) для получения "миникольцевой ДНК" нерепликативным путем (c) способствует лигирова-

нии с тс пользованием "липких концов". На фиг. 21, сайты Nco1 и Not1 используются потому, что они 

используются при создании библиотеки фагового дисплея McCafferty [7], однако любые подходящие 

сайты рестрикции могут использоваться для создания нерепликативного "мини-круга" с. После лигиро-

вания, "мини-круг" линеаризованный с ферментами рестрикции Nhe1 и Xho1, сайты распознавания кото-

рых фланкирует линкер между доменами Vh и Vl. Nhe1 и Xho1 выбраны для иллюстрации данного изо-

бретения, так как они использованы в создании фаговой библиотеки McCafferty [7], однако могут ис-

пользовать любые подходящие сайты рестрикции. 

Линеаризованный продукт d затем очищали и лигировали с расщеплением вектора (e). Вектор (e) 

включает в себя промотор CMV или pEF и сигнальную последовательность выше от сайта Nhe1, и коди-

рует антитело с константным участком тяжелой цепи (Сн) от 1 до 3 доменов ниже сайта Xho1. Вектор 

будет также кодировать оригинал бактерии или репликацию и маркер устойчивости к антибиотику (не 
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показан), чтобы иметь возможность выбрать и подвергнуть репликации полученную плазмидную ДНК в 

бактерии. Продуктом лигирования вставки (d) с вектором (e) будет получена плазмида f, которая может 

использоваться для трансформации бактерии и роста с подходящим селективным маркером, позволяю-

щим производство и очищение плазмидной ДНК стандартными способами. Очищенную плазмиду f 

можно вводить в клетки млекопитающих [134] для экспрессии гетерогенного антитела Ig. В качестве 

альтернативы ДНК, кодирующая CH1-3 в векторе (e), можно заменить ДНК, кодирующей один домен CH1 

для экспрессии Fab. 

В подробном описании ниже способ, используемый для иллюстрации настоящего изобретения, 

вставка b содержит либо CMV промотор, либо Р2А пептид, который позволяет экспрессировать антите-

ло, отделяя легкие и тяжелые цепи из одной информационной РНК (мРНК). Способ не наглядный и 

уточняли после нескольких экспериментальных попыток. Например, первоначально линеаризацию "ми-

никольцевой ДНК" (c) попробовали с помощью ПНР. Однако это привело к амплификации гомодимер-

ных побочных продуктов, что приводит к низкому выходу целевого продукта (d). В противоположность 

этому, прямое расщепление "миникольцевой ДНК" (c) при обеспеченнии достаточного количества мате-

риала (d), допускает способ к успешному выполнению. Во-вторых, в попытке предотвратить нежела-

тельный гомодимерный продукт, вставки (a) изначально дефосфорилировали. Однако это требует тща-

тельного контроля, чтобы предотвратить "конец" расщепления, приводящий к продукту не желаемых 

"липких концов" для лигирования. Оптимальный способ не включает в себя дефосфорилирование, чтобы 

максимально увеличить долю лигирования компетентного продукта. И, наконец, тщательный контроль 

соотношений, используемых в лигировании вставок ДНК (a) и (b) требовалось максимально увеличить 

выход "миникольцевой ДНК" (c). 

1. Получение вставок scFv методом ПНР. 

От глицерина бактериальный штамм, который несет плазмидную ДНК, кодирущая scFv, очищали в 

50 мкл воды. Развести это 1 к 10. Использовать 5 мкл этого для реакции ПНР, содержащей прямой прай-

мер Psang10peIB (CGCTGCCCAGCCGGCCATGG SEQ ID NO: 95) (2,5 мкл, 5 мкМ), обратный праймер 

2097 (GATGGTGATGATGATGTGCGGATGCG SEQ ID NO: 96) (2,5 мкл, 5 мкМ), 10× KOD буфер (KOD 

hot start kit from Merck, 71086-4), дНТФ (5 мкл, 2 мкМ), MgSO4 (2 мкл, 25 мкМ), KOD запуск из горячего 

старта полимеразы (2,5 единиц) в общем объеме 50 мкл. Циклическую обработку проводят при 94°C в 

течение 2 мин, затем 25 циклов при 94°C в течение 30 с, при 54°C в течение 30 сек, затем 72 ° С в тече-

ние 1 мин. ПНР очистку проводили с помощью микроцентрифужной колонки (Qiagen or Fermentas) и 

реакции ПНР элюировали в 90 мкл. На фиг. 22а показано, что 1 мкл реакционной смеси для ПЦР наноси-

ли на 1% гель агарозы ТВЕ. Очищенную scFv ДНК (80 мкл, 8 мкг) подвергали расщеплению, путем до-

бавления буфера 4 (New England Biolabs), БСА (0,1 мг/мл) и 40 единиц Nco1-HF и Not1-HF, в общем объ-

еме получали 100 мкл и инкубировали в течение 2 ч при температуре 37°C. Вставки очищали с помощью 

набора Qiagen для очистки ПЦР и элюировали в 30 мкл и концентрацию ДНК измеряли с помощью из-

мерения оптической плотности при 260 нм с помощью спектрофотометра nanodrop (Thermo). 

2. Лигирование вставок ДНК (фиг. 21a и b). 

Реакцию лигирования проводят для получения "миникольцевой ДНК" (фиг. 21с). Реакция лигиро-

вания содержит вставку b (125 нг), scFv вставку (фиг. 21) (125нг), 10× буфера для лигирования (Roche Т4 

DNA ligase набор, 1,5 мкл), Т4 ДНК-лигазу (1 единица) в общем объеме получали 15 мкл. Инкубировали 

1-2 часа при 21°C. Воду (35 мкл) добавляли к смеси для лигирования и очищали с помощью набора Qi-

agen для очистки ПЦР и элюировали в 30 мкл. 

3. Расщепление "миникольцевой ДНК" (фиг. 21с) с Xho1/Nhe1. 

Очищенную реакцию лигирования (28 мкл) подвергали расщеплению, путем добавления буфера 4 

(New England Biolabs, 3,5 мкл), БСА (0,1 мг/мл) и 10 единиц Nco1-HF и Not1-HF, в общем объеме полу-

чали 35 мкл и инкубировали в течение 2 ч при температуре 37°C. Затем очищали путем разделения на 1% 

агарозном геле ТВЕ (фиг. 22b). В качестве альтернативы, на фиг. 22с показана линеаризованная "мини-

кольцеваяДНК", содержащий последовательность Р2А на месте CMV промотора. ДНК полосу при 2,6 т. 

п.о (фиг. 22b), вырезали и очищали с использованием набора Qiagen для экстракции геля и элюировали в 

30 мкл. 

4. Лигирование линеаризованной "миникольцевой ДНК" d с plNT3 (Xho1/Nhe1 вырезание) вектора 

и трансформации Е. coli DH5a. 

Стандартное лигирование устанавливали с plNT3, вырезанием вектора (50 нг), линеаризованной 

"миникольцевой " d (20 нг), 10× буфером для лигирования (Roche, 1,5 мкл) и 1 единица Т4 ДНК-лигазы 

(NEB), в конечном объеме получили 15 мкл. Инкубировали при 21°C в течение 2 ч. Трансформацию Е. 

coli DH5alpha химически компетентных клеток, эффективно субклонировали (Invitrogen, номер по ката-

логу 18265017) в соответствии с инструкциями изготовителя. 80 мкл химически компетентных DH5a 

клеток добавляли в 6 мкл смеси для лигирования, помещали на лед в течение 1 часа и подвергали тепло-

вому шоку при 42°C в течение 1 мин, со льдом в течение 2 мин и затем переносили 14 мл в полипропи-

леновую пробирку, содержащую 900 мкл SOC среды и инкубировали при 37°C в течение 1 часа и высе-

вали на LB amp пластины. 
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Пример 15. Строительство больших библиотек дисплея на клетках млекопитающих с помощью 

встраивания, направленного нуклеазой, используя проточную электропорацию. 

Электропорация является эффективным способом введения ДНК, РНК и белка в клетки и системы 

проточной электропорацией, предусматривая эффективное введения ДНК в большом количестве клеток 

млекопитающих. Например, "MaxCyte STX Scalable Transfection System" (Maxcyte) позволяет электропо-

рацировать 10
10

 клеток в течение 30 мин, создавая потенциал для трансфекции до 10
11

 клеток в день. 

Клетки и ДНК смешивали и пропускали из резервуара в электропорационную камеру, электропорациро-

вали, откачивали и процесс повторяли со свежей аликвотой клеток и ДНК. Тот же метод может примене-

няться для введения ДНК, РНК, белка или их смесей в культивируемые клетки (например, клетки 

HEK293 человека или Jurkat клетки) или первичные клетки, например, лимфоциты человека [135]. Про-

точная электропорации используется для эффективного введения ДНК, РНК и белка в большом количе-

стве первичных и культивированных клеток. 

Здесь авторы приводим пример использования такой системы для введения донорной ДНК, коди-

рующая гены антитела, путем котрансфекции с ДНК, кодирующая пару TALE, меченых нуклеаз к локусу 

AAVS человека, клеток HEK293 человека и клеток Jurkat. 

Распределение 2-х различных по специфичности антител определяли с помощью проточной цито-

метрии с использованием флуоресцентно-меченым антигеном. Создание антител, распознающих FGF-

рецепторы FGFR1 или FGFR2, описаны ранее [105]. Клоны а-FGFR1A и а -FGFR2A (описанные здесь) 

клонированы в pD6, как описано в примере 6. В дополнение к этому, популяцию scFv антител, выбран-

ных из библиотеки фагового дисплея "McCafferty" [7], используя один раунд фагового дисплея на β-

галактозидазе (β-гал), также клонировали в этот вектор (как описано в примере 6). 

Клетки HEK293 центрифугировали и ресуспендировали в конечном объеме 10
8
 клеток/мл в буфере 

от изготовителя для электропорации (Maxcyte Electroporation buffer, Thermo Fisher Scientific номер по 

каталогу NC0856428)). Аликвоту из 4 × 10
7
 клеток (0,4 мл) добавляли в кювету для электропорации с 100 

мкг ДНК (т.е. 2,5 мкг/10
6
 клеток). Количества, используемых различных компонентов, приведены ниже. 

Донорная ДНК, кодирующая антитела a-FGFR1_A и a -FGFR2A, представлена в виде эквимолярной сме-

си с общей суммой на 10
6
 клеток показана в табл. 6 ниже. ДНК, кодирующая AAVS-SBI TALEN (pZT-

AAVS1 LI and pZT-AAVS R1 Systems Bioscience номер по каталогу GE601A-1), используют в виде экви-

молярной смеси с общей суммой на 10
6
 клеток показа в табл. 6 ниже. В образцах без добавления TALEN, 

ввод ДНК привел к клеткам 2,5 мкг/10
6
 с использованием плазмидного контроля pcDNA3.0. 

Эффективность процентного соотношения трансфекции рассчитывали путем подсчета количества 

колоний из бластицидина, достигнуты учитывая от ввода общего числа клеток. Граница расхождения по 

сравнению с отрицательным контролем (т.е., ДНК добавляли без TALEN) показана в скобках. В заклю-

чение, количество трансформированных колоний, достигаемое путем выполнения полного цикла систе-

мы Maxcyte, включая электропорацию из 10
10

 клеток, вычисленны в последней колонке. Это означает, 

что один цикл примерно за 30 мин, дающий возможность работать с многократными циклами в день. 

Таким образом, суточная производительность может быть в 5-10 раз выше границы. Большой масштаб 

ферментации и культивирования систем, такие как система Wavebag (GE Healthcare) или система Cell-

tainer (Celltainer Biotech), можно использовать для создания клеток для трансфекции и можно использо-

вать для выращивания библиотек, полученных в результате. 

Таблица 6 

Электропорации HEK293 клеток 
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Этот пример показывает, что существует возможность сделать очень большие библиотеки клеток со 

встроенными кассетами антитела. Эффективность трансфекции в диапазоне от 2,7 до 6,1%. В случае от-

бранной популяция с β-галактозидазой (образец 13), библиотеки из 5,5×10
8
 клонов можно создать в од-

ном сеансе потока электропорации. С более чем одного сеанса в день можно создать библиотеку из 2-

5×10
9
 клонов. 

После 13-ти дней отбора из бластицидина (10 мкг/мл), клетки метили фикоэритрин-мечеными Fc 

антителом, как описано ранее (BioLegend, номер по каталогу 409304). В популяции антитела отобранных 

из β-галактозидазы, 34-36% клеток были положительными для Fc экспрессии и 11-13% были положи-

тельными для связывания с Dyelight-633-меченым антигеном при концентрации 10 нМ. 

Там, где были использованы FGFR-связывающие клоны, 98-99% клеток были положительными для 

Fc экспрессии. Использование смеси из a-FGFR1_A и a -FGFR2A антител дает возможность исследовать 

долю клеток, содержащих множество случаев встраивания. Для отдельной клетки с правильно встроен-

ной кассетой (например, а-FGFR1A), есть приблизительно 50:50 вероятности того, что второе встраива-

ние будет альтернативной специфичности (т.е. a-FGFR2_A). Если есть частые многократные встраива-

ния, то будет высока доля двойных положительных клонов, однако, не было обнаружено высокой доли 

двойных позитивных клонов, иллюстрирующий точность воспроизведения встраивания, направленного 

нуклеазой, библиотек системы в создании одного гена антитела/на клетку. Способность поверхности, 

специфически связывать представленные антитела FGFR с их соответствующим антигеном, была под-

тверждена. Экспрессия антигена была из плазмиды pTT3DestrCD4(d3+4)-HislO [134], кодирующую экто-

домен Fgfrl мыши (ENSMUSP00000063808). Это использовали для трансфекции HEK293 взвеси клеток и 

секретируемых Fgfrl-rCd4-His 10, очищенными с помощью фиксированием металла аффинной хромато-

графии, как описано ранее [134]. Эктодомен Fgfrl мыши амплифицировали методом ГЩР из клона IM-

AGE 9088089 с использованием праймеров: 

2423 (TTTTTTCCATGGGCCGGCCCTCCTTCAGTTTAGTTGAG) (SEQ ID NO: 97) и 

2437 (TTTTTTGCGGCCGCGGAAGCCGTGATCTCCTTCTCTCTC) (SEQ ID NO: 98), подвергали 

расщеплению с Nco1/Not1 и клонировали в экспрессионную плазмиду рВЮСАМ5 [126]. Fgfr2-Fc, экс-

прессировали с помощью временной трансфекцией клеток HEK293, как описано ранее [134], и очищали 

с помощью аффинной хроматографии. 

Трансфецированные популяции испытывали для двойного связывания с использованием обоих ме-

ченых антигенов и доля двойных позитива была низкой. В этом эксперименте оптимальный баланс раз-

мера библиотеки (2,7×10
8
 клонов/на Maxcyte сеанс), с низким процентом двойных позитивов (3,5%) об-

наружили с использованием 197 нг донорной ДНК на 10
6
 клеток (фиг. 23). 

Эта доля двойных позитивов может представлять mis-включение второй кассеты антитела, но при-

нимая во внимание эффективность встраивания, направленного нуклеазой, библиотеки, также возможно, 

что оба аллеля (далее локус AAVS в данном примере) могут быть направлены с поступающими связую-

щими молекулами в долю клеток. Наличие двух различных генов антител в клетке само по себе не пре-

пятствует выделению связующих молекул или их кодирующих генов, но это можно обойти путем первой 

модификации клетки-мишени в одном локусе для введения одного встраивания, направленного нуклеа-

зой, например, пре-встраиваемый сайт мегануклеазы Scel, как продемонстрировано в примере 9. 

Пример 16. Выделение генов, кодирующих связывающие молекулы из отсортированной библиоте-

ки популяций. 

Отбор методом фагового дисплея проводили на β-галактозидазе (как описано в примере 6), а также 

популяции антитела с 1-2 раундов отбора, клонировали в вектор pD6 и вводили в локус AAVS клеток 

HEK293, как описано в примере 6. B-галактозидазу метили с использованием Lightning Link Dyelight-633 

(Innova Bioscience номер по каталогу No 325-0010) в соответствии с инструкциями производителя. 

Трансфецированные клеточные популяции отбирали в течение 25 дней на бластицидине (10 мкг/мл) и 

метили 10 нМ Dyelight-633 меченой β-галактозидазой и фикоэритрин-меченым Fc антителом (Biolegend 

номер по каталогу 409304). Клетки инкубировали с антителами в течение 30 мин при 4°C, дважды про-

мывали в PBS/0,1% БСА, ресуспендировали в PBS/0,1% БСА и дважды положительные клетки отсорти-

ровали с использованием сортирующего потока. 

Отсортированные клетки выращивали и второй раунд сортировки проводили с использованием 10 

нМ антигена. Клетки выращивали и либо геномную ДНК, либо мРНК выделяли из отсортированных, 
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отобранных популяций. 

Там, где связующие молекулы, охватывающие различные цепи (например, антитела, получивший 

форму IgG), содержаться на той же самой геномной последовательности (например, путем введения на 

той же плазмиде), но транскрибированы в различные мРНК, могут быть оптимальными для восстановле-

ния отдельных генов, кодирующие мультимерную связующую молекулу, путем амплификации из ге-

номной ДНК. В качестве альтернативы, связующие молекулы, включающие множество цепей белка, 

можно закодировать на той же самой мРНК посредством применения "внутренней посадки последова-

тельности рибосом " (IRES) элементов или последовательностей, таких как вирусные Р2А или Т2А по-

следовательности, которые способствуют поступательному расщеплению/белка [133, 136]. В этом случае 

и в случае связующих молекул, закодированных на одной цепи белка, также будет возможно выделить 

кодированные гены из мРНК. 

Геномную ДНК получали с использованием "DNeasy blood and tissue kit" (Qiagen номер по каталогу 

69504). мРНК получали с использованием "Isolate II RNA mini kit" (Bioline Bio-52072). Для амплифика-

ции ПЦР-реакции из геномной ДНК, начинали использование Phusion полимеразы со смесью "2xPhusion 

GC" в соответствии с инструкциями производителя. Праймеры, которые фланкируют сайты клонирова-

ния Nco1 и Not1, например, праймеры 2622 (GAACAGGAACACGGAAGGTC) (SEQ ID NO: 99) и 2623 

(TAAAGTAGGCGGTCTTGAGACG) (SEQ ID NO: 82) использовали для амплификации кассеты антитела 

(при 98°C в течение 10 с, при 58°C в течение 20 с, при 72°C в течение 90 с, при 35 циклов). 

Гены, кодирующие отобранные гены для scFv, амплифицировали из мРНК. Общую РНК выделяли 

из отсортированных клеток с помощью с использованием "Isolate II RNA mini kit" (Bioline Bio-52072). 

кДНК синтезировали из 2 мкг РНК с использованием набора Superscript II обратной транскриптазы (Life 

Technologies, номер по каталогу по 180064-022). Отобранные гены для scFv затем амплифицировали из к 

ДНК с помощью ПНР, с использованием набора KOD Hot Start ДНК-полимеразы (Merck Millipore номер 

по каталогу 71086-3), с использованием праймеров которые фланкируют сайты клонирования Nco1 и 

Not1. В этом случае, праймеры: 41679 ATGAGTTGGAGCTGTATCATCC (SEQ ID NO: 100) и 2621 

GCATTCCACGGCGGCCGC (SEQ ID NO: 101) использовали для амплификации кассеты антитела (95°C 

в течение 20 с, при 60°C в течение 10 с, 70°C в течение 15 с, при 25 циклов). Продукты ПНР подвергали 

расщеплению с Nco1 и Not 1, до клонирования в cafrrNco/Not1 бактериальной клетки вектора pSANGIO, 

экспрессирующего антитело. Создание pSANGIO, способы экспрессии в клетках бактерий и скрининга с 

помощью ИФА метода описаны в Martin et al 2006 [127]. 

ИФА скрининг популяции с 1 раунда отбора с помощью фагового дисплея показал, что 0/90 клонов 

были положительными. В отличие от этого, когда эта же популяция дополнительно представляла дис-

плей в клетках млекопитающих и ген scFv популяции извлекали и подвергали скринингу, 27/90 клоны 

(30%) были положительными в ИФА. Это свидетельствует о том, что можно осуществлять на библиотеке 

дисплея на клетках млекопитающих и восстановить обогащенную популяцию связующих молекул. 

Пример 15 описывает введение популяции, отобранной с помощью 1 раунда фагового дисплея на β-

галактозидазе, в HEK клетки с использованием потока электропорации. Популяция дисплея клеток мле-

копитающих отобрана в бластицидин, как и раньше, и подвергали потоку сортировки с использованием 

10 нМ меченой β-галактозидазы. Через 9 дней роста с помощью проточной цитометрии 75% клеток об-

наружили положительными, связывающие β-галактозидазу с использованием 10 нм (β-галактозидазы). 

Их отсортировали и распространили дальше. Чтобы проиллюстрировать управление необходимою воз-

можностью, мечение осуществляли с использованием концентрации антигена либо 1 нМ либо 10 нМ. 

20,3% и 55,9% клеток соответственно отсортировали из каждой популяции. После сортировки мРНК сра-

зу получают из отсортированной популяции без дополнительной клеточной культуры. После клонирова-

ния, экспрессии в бактериях и ИФА скрининга (как и раньше) установили, что вероятность успеха в 

ИФА возрастала с увеличением необходимости на протяжении проточной сортировки. Клоны, отобра-

жающие самый высокий уровень сигнала, пришли из этой группы, а количество позитивных клонов так-

же повышалось (фиг. 24). Это иллюстрирует способность управлять необходимым отбором в популяциях 

дисплея, отображая в лучшую производительность полученных антител. 

Пример 17. Включение генов рецепторов T-клеток (TCR) с библиотеки млекопитающих, получен-

ные с помощью встраивания, направляемого нуклеазой. 

Способы, описанные здесь, имеют применение за пределами дисплея антител. Чтобы продемонст-

рировать возможность для скрининга библиотек рецепторов T-клеток с использованием встраивания, 

направляемого нуклеазой, была построена векторная конструкция (plNT20), которая обеспечивает экс-

прессию рецепторов T-клеток. 

plNT20 (фиг. 25а) представляет собой вектор с двойным промотором для направленного изменения 

локуса AAVS человека. В нем содержатся левый и правый гомологичные участки, которые представлены 

на фиг. 3. Левый гомологичный участок AAVS фланкируется уникальными сайтами AsiSI и Nsi1, а за 

ними следует акцепторный сайт сплайсинга и гена устойчивости к пуромицину. Последовательность 

между концом левого гомологичного участка и акцепторного сайта сплайсинга, такого же, как ранее 

описано, а ген устойчивости к пуомицину начинается с кодона ATG в рамке считывания выше экзона 
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((фиг. 25b и, как также показано, для гена устойчивости к бластицидину на фиг. 3). Точное встраивание 

направленного нуклеазой приведет к сплайсингу в рамке гена устойчивости к пиримидину, который эн-

догенно соединен выше от экзона, который сам приводит в действие эндогенный AAVS промотор, до-

пускающий отбор клонов с точным встраиванием. Ген устойчивости к пуромицину с последующим сай-

том полиаденилирования SV40. Правый гомологичный участок AAVS фланкирует уникальные cam-

biBstZm hSBFI. 

Конфигурация plNT20 осуществляется с использованием промотора PEF (из pSF-pEF, Oxford Genet-

ics номер по каталогу OG43), что позволяет клонировать представляющие интерес гены в сайты 

Nhe1/Kpn1. Сайту Nhe1 предшествует лидерная последовательность, обеспечивающая секрецию, а за 

сайтом Kpn1 следует сигнал полиаденилирования бычьего гормона роста (полиА BGH), как показано 

выше на фиг. 2. Ниже представлен промотор CMV (из pSF-CMV-f1-Pac1, Oxford Genetics, номер по ката-

логу No OG111), позволяющий клонирование с помощью Nco и Not (как показано на фиг. 2) или Hind3. 

Сайт Nco1, предшествует лидерной последовательности, обеспечивающей секрецию, а за кассетой сле-

дует полиА-сайтом BGH. 

В качестве примера дисплей и обогащение T-клеточных рецепторов (TCR), TCR, распознающий 

опухолеассоциированный маркер, описан Li et al. (2005), а затем Zhao et al. (2007) [137, 138]. Этот TCR, 

называемый с12с2, распознает пептид SLLMWITQV (SE ID NO: 102), презентированныый на HLA-A2, с 

аффинностью 450 мкМ. Этот пептид представляет собой остатки с 157-165 из NY-ESO-1 (NY-ESO-1 157-

165). Это вариант, полученный в результате аффинного созревания родительского антитела под названи-

ем 1G4 с аффинностью 32 мкМ. 

Второй TCR был использован для распознания другого опухолеассоциированного маркера. Роди-

тельский MEL5 TCR распознает пептид MART-1 26-35 ("антиген меланомы, распознаваемый T-клетками 

1"), представленный на HLA-A2 с пептидной последовательностью ELAGIGILTV (SEQ ID NO: 103). 

Этот TCR созрел с помощью фагового дисплея, чтобы получить клон a24/pi7 с 0,5 нМ аффиностью, опи-

санной в Madura et al. (2013 г.) [139] Структура комплекса между TCR и МНС: пептидный комплекс 

должен быть растворимый (pdb code 4JFH), а клон далее называют "4JFH". Тот же родительский TCR 

также был разработан на основе конструкции Pierce et al. (2014) [140], а структура комплекса раствори-

ма. 

Согласно Debets и коллегами, прикрепление домена CD3 C,, как показано, имеют тенденцию вызы-

вать ассоциацию гетерологичного гена, даже в присутствии нативного TCR человека [141, 142]. Исполь-

зуемый элемент CD3 f, состоит из внеклеточного домена, трансмембранного домена и полного цито-

плазматического домена. К тому же, замещения константных доменов человека с помощью константных 

доменов мыши в гетерологичных генах, также имеет тенденцию вести их объединение по ассоциации с 

эндогенными константными доменами человека [143]. Наконец, применение константных доменов мы-

ши предоставляет вариант определения гетерологичних цепей TCR на фоне TCR человека. Эти элементы 

включены в конструкцию экспрессионной кассеты TCR. 

Были разработаны и синтезированы два синтетических гена с получением генных конструкций со 

следующей структурой: 

Va TCR человека - константный домен α-цепи мыши-CD3 C, человека, 

VP TCR человека - константный домен β- цепи мыши-СО3 C, человека. 

Последовательность синтетического гена, включающей в себя цепь и Р цепь конструкции, вклю-

чающие вариабельные домены с12/с2, показан на фиг. 25с и d. Эти клонировали в сайты Nhe1/Kpn1 и 

сайты Nco1/Hind3 из plNT20 соответственно. Конструкция, кодирующая этот TCR, называется plNT20-

cl2/c2. В первом случае синтетический ген разработали для включения Va Ca домена (фланкированный 

Nhe1 и Not 1 сайтыами), и домен VP (фланкированный сайтами Nco1/Xho1, кодирующие TCR с12/с2). 

Эти элементы можно затем заменить альтернативными TCR с использованием этих сайтов рестрикции. 

Два дополнительных синтетических гена сделаны для кодирования доменов Va и VP из 4JFH [139] 

(фиг. 25е и f). Конструкция, кодирующая этот TCR, называется plNT20-4JFH. 

Клетки HEK293 в количестве 10
7
 трансфецировали с использованием 3pg из plNT20-с12/с2 и 

plNT20-4JHF в качестве донор ной ДНК (300 нг донорной ДНК на 10
6
 клеток), в соотношениях, приве-

денных в табл. 7. plNT20-cl2/c2 признана как TCR1 и plNT20-4JHF признана как TCR2. 5 мкг каждой из 

pZT -AAVS1 L1 и pZT-AAVS R1 TALEN добавили к 10
7
 клеток (500 нг каждого на 10

6
 клеток), за ис-

ключением образца 6, где это было заменено 10 мкг контрольной ДНК (pcDNA3.0). ДНК вводили с по-

мощью полиэтилениминовой трансфекцией, как описано выше. 
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Таблица 7 

 
Через 12 дней после отбора (0,25 мкг/мл пуромицина) клетки метили антигеном-мишенью. Ком-

плексы пептид:МНС, распознаваемые ТКР, описанной выше, представлены в виде фикоэритрин-

меченого пентамера (Prolmmune). cl2/c2 распознает пептид SLLMWITQV, представленный на HLA-A2, 

распознающий NY-ESO-1 157-165 (код продукта Proimmune 390). 4JHF (также известный как a24/pi7) 

распознает пептид 

ELAGIGILTV, представленный на HLA-A2, распознающий MelanA/MART 26-35 (код продукта Pro-

immune 082). В каждом случае МНС:пептидный комплекс метили с фикоэритрином и использовали в 

соответствии с инструкциями изготовителя. На фиг. 26 (a-d) показано, что каждый TCR являеться спе-

цифическим, для ожидаемого МНС: пептидный комплекс (a, d), и когда не удаеться связать не когнант-

ный пептид в комплекс (фиг. 26 b, с). ДНК, кодирующий каждый TCR смешивают с избытком 100-

кратным ДНК, кодирующий другие (образцы 1-2, табл. 7). Клетки HEK293 трансфецировали и отобрали 

в пуромицин. Отбор положительных клеток к антигену проводили через 14 дней после отбора в пуроми-

цин (фиг. 26 g, h). 

В целях оценки уровня обогащения популяции клеток, полученных после сортировки на проточном 

цитофлуориметре, гены TCR были получены с помощью ПНР амплификации, и относительное количе-

ство каждого вида TCR определяли после клонирования. Общую РНК выделяли из отсортированной по-

пуляции. Синтез кДНК осуществляли, как описано в примере 16. Праймерами для амплификации альфа- 

и бета-цепи TCR были 1999/2782 и 41679/2789, соответственно (табл. 8). Для ПЦР амплификации приме-

няли KOD hot start polymerase, используя рекомендованный протокол производителя (EMD Millipore, 

71086, EMD Millipore). Условиями для реакции ПЦР были 95°C (2 мин) и 25 циклов при 95°C (20 с), 60°C 

(10 с), 70°C (15 с), а затем 70°C (5 мин). Амплифицированные TCR альфа- и бета-цепи расщепляли с 

Nhe1/Not1 или Nco1/Xho1 и субклонировали в векторы с совместимыми сайтами (в данном случае, pBI-

OCAM1-Tr-N Nhe1/Not1 или pBIOCAM2-Tr-N (Nco1/Xho1) вырезали векторы соответственно). Отдель-

ные клоны ПЦР амплифицировали с с2с12 (TCR1), специфическим TCR альфа-праймером (2781) или 

через 4JFH (TCR2), специфическими альфа-праймерами TCR (4JFH-Va-F) и векторных специфических 

праймеров для анализа идентичности клона TCR. После сортировки образца 1 (табл. 7), где в соотноше-

нии 1:100 TCR1/TCR2 применяли донорную плазмиду (табл. 7) с обогащением для TCR1 специфических 

клонов с использованием пептида SLLMWITQV, представленных на HLA-A2 (код товара Proimmune 

390), доля TCR1 клонов, как определили с помощью колонии ПЦР, увеличилась до 11/15 (73%). Обога-

щения путем сортировки образца 2, где в соотношении 100:1 TCR1/TCR2 применяли донорные плазми-

ды (табл. 7), с пептидом ELAGIGILTV, представленные на HLA-A2 (код товара Proimmune 082), привело 

к увеличению доли TCR2 клонов 4/15 (27%), определенных с помощью колонии ПЦР. 

Для демонстрации отбора библиотеки с использованием встраивания, направленного нуклеазой, 

мутантная библиотека на основе с12/с2 была создана путем клонирования репертуаров генов, кодирую-

щих мутантные TCR альфа-цепи вместе с репертуаром генов, кодирующих мутантные TCR бета-цепи. 

Такая библиотека может быть создана с использованием подходов к мутагенезу, направленного олиго-

нуклеотидом, например, способы, на основе Kunkel мутагенеза [144]. В качестве альтернативы и в каче-

стве примера, подход сборки ПЦР использовали с образованием мутантной TCR альфа-цепи (как фраг-

мент NHE1/Kpn1) и мутантной ТКС бета-цепи (как фрагмент Kpn/Hind 3, в том числе CMV промотор), 

которые клонировали в сайт NHE1/Hind 3 из plNT20. Для этого использовали праймеры, показаны в 

табл. 8. 
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Таблица 8 

Использование праймеров в создании библиотеки и восстановления клона 

 

 
(N = A, C, G, Т. S = С OR G, W = A OR T). 

Мутантный олигонуклеотид был разработан (праймер 2771), который рандомизированый 2 амино-

кислотными позициями в CDR3 из с12/с2 альфа-цепи, и обеспечивает вариант либо серина либо, треони-

на в другом положении (праймер 2771 также представлен в нижнем положении фиг. 25 g). Праймер 2771 

использовали в сочетании с праймером 2780 с образованием репертуара мутантного TCR альфа, идущего 

от сайта клонирования Nhe1, включающего область CDR3 мутагенеза с инвариантной последовательно-

стью в конце. Праймер 2781 является дополнением к инвариантному 5'-концу праймера 2771. ПЦР с 

праймерами 2781 и 2783 обеспечивают остаток от TCR альфа-CD3 зета-кассеты до сайта Kpn1. Сборка 

ПЦР из 2-х фрагментов ПЦР используется с образованием TCR альфа-CD3 зета фрагмента, который мо-

жет быть клонирован в plNT20 после расщепления с Nhe1 и Kpn1. 

Второй мутантный олигонуклеотид разработан (праймер 2770), который рандомизированый 2 ами-

нокислотными позициями в CDR3 из с12/с2 бета-цепи, и обеспечивает вариант либо валина, либо лейци-

на в другом положении (праймер 2770, представлен в нижнем положении фиг. 25h). Праймер 2770 ис-

пользовали в сочетании с праймером 2785 с образованием репертуара мутантного TCR бета от сайта 

клонирования Kpn1, включающего область CDR3 мутагенеза с инвариантной последовательностью в 

конце. Праймер 2787 является дополнением к инвариантному 5'-концу праймера 2700. ПЦР с праймера-

ми 2787 и 2788 обеспечивают остаток от TCR бета-CD3 зета-кассеты до сайта Hind 3. Сборка ПЦР из 2-х 

фрагментов ПЦР используется с образованием TCR бета-CD3 зета фрагмента, который может быть кло-

нирован в plNT20. Полный репертуар, включающий мутации в обоих CDR 3 альфа- и бета-цепей, создан 

путем клонирования фрагмента Nhe1/Kpn, фрагмента Kpn1/Hind3 в Nhe1/Hind3, расщепленный plNT20. 

После лигирования библиотеку клонировали в електрокомпетентных клетках DH10B. Плазмидную ДНК 

получали и трансфецировали ДНК в клетки HEK293 вместе с векторами, кодирующими TALE нуклеазу, 

как описано ранее (эквимолярная смесь из pZT-AAVS1 L1 и pZT-AAVS R1 Systems Bioscience, номер по 

каталогу GE601A-1). 

После лигирования мутантных альфа- и бета-цепей с с12/с2 мутантной библиотекой в plNT20, осу-
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ществляли электропорацию ДНК в клетки DH10B, получали плазмидную ДНК, и библиотеку котрансфе-

цировали геном и нуклеазы TALE, направленно взаимодействующей с локусом AAVS. Трансфекцию 

проводили с использованием системы Maxcyte для электропорации. Выращивание и отбор осуществля-

ли, как описано выше. 

Количественный анализ размера библиотеки, путем титрования трансфецированных клеток и отбо-

ра в планшетах с использованием пуромицина, показал, что размер библиотеки 5×10
5
 был создан. После 

отбора с использованием пуромицина в течение 11 дней, клетки метили АФЦ-меченым антителом, спе-

цифичным к β-цепи TCR мыши (Life Technologies Cat Н57-957). На фиг. 26 i-j показано, что 38% клонов 

в популяции экспрессируют T-клеточный рецептор. Из этой TCR-положительной популяции, 13% также 

связывают пептид-1 (5% от общей численности популяции). При таком подходе могут быть выделены 

клоны с улучшенной экспрессией или связывающей активностью пептид:МНС. 

На фиг. 26 видно, что каждый T-клеточный рецептор распознает только его когнантный антиген. 

Кроме того, когда используется смесь двух разных специфичностей, существует возможность выделить 

каждый из них посредством меченого антигена. Данный подход также позволяет TCR клоны с улучшен-

ной аффинностью (или экспрессией), выделять посредством мутантной библиотеки TCR путем иденти-

фикации подмножеств библиотеки, которая была мечена в большей степени, чем родительский клон. 

Гены T-клеточнного рецептора также были введены в Jurkat клетки посредством электропорации. 

Jurkat клетки центрифугировали и ресуспендировали в конечном объеме 10
8
 клеток/мл в буфере для 

электропорации изготовителя (Maxcyte Electroporation buffer, Thermo Fisher Scientific, номер по каталогу 

NC0856428)). Аликвоту из 4×10
7
 клеток (0,4 мл) добавляли в ОС400 кювету для электропорации с 40 мкг 

ДНК (т.е. 1 мкг/10
6
 клеток). ДНК состоит из смеси донорной плазмидной ДНК (plNT20-cl2/c2 или 

plNT20-4JHF или plNT20-cl2/c2 TCR библиотеки, 9,2 мкг) и эквимолярной смеси ДНК (30,8 мкг общего 

количества) ДНК, кодирующей AAVS-SBI TALEN (pZT-AAVS1 L1 и pZT-AAVS R1 Systems Bioscience 

Cat No GE601A-1). В образцах без добавления TALEN, введение ДНК привело к 1 мкг/10
6
 клеток с ис-

пользованием контроля плазмиды pcDNA3.0. Альтернативный способ введения генов T-клеточного ре-

цептора в Jurkat клетки использовали 4D-Nucleofector (Lonza). Здесь, протокол трансфекции соблюдали 

по инструкции изготовителя, в соответствии с набором SE клеточной линии SE (Lonza, Cat. РВС1-02250). 

В кратком изложении, 2 мкг ДНК, состоящую из смеси донорной плазмидной ДНК (plNT20-cl2/c2 или 

plNT20-4JHF или plNT20-cl2/c2 библиотеки TCR, 0,46 мкг) и эквимолярной смеси ДНК (1,54 мкг общего 

количества) из ДНК, кодирующая AAVS-SBI TALEN (pZT-AAVS1 L1 и pZT-AAVS R1 Systems Biosci-

ence Cat No GE601A-1) трансфецировали на 10
6
 Jurkat клеток. Настройка кода импульса была CL120 и 

программирование типа клеток была специфической для Jurkat E6.1 (АТСС) клеток. 

На фиг. 26 показана экспрессия TCR и распознавание соответствующего пептида:молекул МНС. 

Это зависит от применения TALE нуклеазы (сравните фиг. 26 m и n). Передачу сигналов посредством 

введенной TCR, также выполнили с использованием соответствующего пептида: молекулы МНС. 

plNT20-cl2/c2 трансфецированные Jurkat клетки или нетрансфектированные Jurkat клетки высевали 

в 96-луночные планшеты при плотности 1×10
6
/мл, 200 мкл на лунку. Клетки стимулировали либо 2 мкг 

либо 6 мкг на лунку ПЭ меченым пептидом 1-МНС пентамера (Prolmmune) или 2 мкг/мл антитела CD3 

человека (BD Pharmingen, номер по каталогу 555329) в присутствии и в отсутствие антитела CD28 чело-

века (BD Pharmingen, номер по каталогу 555725) в 2 мкг/мл. После 24-часовой инкубации при 37°C и 5% 

CCh, активацию Jurkat клеток определяли путем исследования экспрессии CD69. Клетки окрашивали 50 

мкг PBS + 1% БСА + 0.5 мкг антитела CD69-APC человека (Invitrogen, номер по каталогу MHCD6905) на 

лунку в течение 45 мин при температуре 4°C. 

На фиг. 26 (образец о и р) показана повышенная регуляция CD69 при стимуляции с CD3. На фиг. 

также показан эффект при добавлении 2 мкг (q) или 6 мкг (г) пептида-1:МНС. Популяция из дважды по-

ложительных клеток, которые связывают пептид :МНС и экспрессируют CD69 очевидна. Этот пример 

показывает клетки, инкубированные при наличии CD28, но тот же эффект наблюдался при отсутствии 

CD28 (не показан). 

Данный пример демонстрирует возможность встраивания, направленного нуклеазой, библиотек 

альтернативного типа связующей молекулы, т.е. T-клеточных рецепторов. Мы показали, что можно экс-

прессировать и определять TCR экспрессию на поверхности клетки с использованием специфических 

антител. Мы также показали, что эти T-клеточные рецепторы специфически распознают их соответст-

вующие мишени. Кроме того, авторы создали мутантную библиотеку, позволяющую отбор улучшенных 

связующих молекул. Наконец, авторы показали, что возможен скрининг библиотеки на основе активации 

сигнальных TCR в T-клетках. Здесь авторы использовали культивированные T-клеточные линии челове-

ка. Кроме того, можно ввести ДНК в первичную культуру T-клеток с помощью Maxcyte электропорации. 

Способы для выделения и подготовки первичных T-лимфоцитов известны специалистам в данной облас-

ти техники (например, Cribbs et al., 2013, Oelke et al. 2003 [145, 146]. Воздействие TCR трансфецирован-

ных лимфоцитов к мультимерному пептиду: МНС может затем использовать для достижения активации 

либо посредством воздействия мультимеров пептид:МНС [146] либо антиген- презентирующих клеток, 

нагруженных соответствующим пептидом [146, 147] Активация может быть определена либо посредст-
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вом экспрессии репортерных генов либо через увеличение регуляции эндогенных генов, такие как CD69 

[104, 148]. 

Пример 18. Дисплей библиотек рекомбинантных рецепторов антигенов на клетках млекопитающих. 

Активация T-клеток, как правило, происходит посредством взаимодействия T-клеточного рецепто-

ра (TCR) со специфическим пептидом и комплексов МНС. Это в свою очередь, приводит к передаче сиг-

нала, направленного через CD3 и другие T-клеточные сигнальные молекулы. В качестве альтернативы 

для распознавания мишеней, направленного посредством TCR, было показано, что альтернативные свя-

зывающие молекулы, такие как одноцепочечные Fv, могут быть представлены на T-клетках в виде сли-

тых внизу сигнальных молекул таким образом, что перенаправляют активацию T-клеток в молекулы, 

распознаваемой scFv (или альтернативной связующей молекулы). Таким образом, активация T-клеток 

больше не ограничивается распознаванием молекул, направленных на комплексы пептид:МНС посред-

ством TCR, но может быть направлена на другие молекулы клеточной поверхности. Этот альтернатив-

ный формат, в котором молекула, не связывающаяся с TCR, слита с компонентом, участвующим в пере-

дачи сигнала, называют "химерным антигенным рецептором" (CAR). В случае T-клеток, это было пока-

зано, что является важным и ценным средством повторного направления для T-клеточной активации. 

Для любой данной мишени до сих пор не ясно, какой оптимальный эпитоп или аффинные признаки 

должны быть для включения в CAR [103]. Признаки CAR конструкции, такие как длина линкера или 

выбор трансмембранного домена, могут в свою очередь, влиять на то, что представляет собой оптималь-

ный эпитоп. Комбинация плотности антигена на клетках-мишени и не мишени, вместе с выбором сиг-

нального домена может повлиять на оптимальные требования к аффинности. Способность представлять 

библиотеки из рецепторов рекомбинантного антигена на T-клетках дает возможность идентифицировать 

оптимальную специфичность связывания, формат связующей молекулы, линкер дли-

на/последовательность, варианты слитого сигнального модуля и т.д., либо отдельно, либо в комбинации. 

В данном документе авторы показали полезность встраивания, направляемого нуклеазой, для создания 

библиотек из рецепторов рекомбинантного антигена в клетках млекопитающих. Вектор plNT21 (фиг. 

27а) представляет собой единый CMV промотор вектора для удобной экспрессии и секреции связующих 

молекул, такие как scFv, фланкированного сайтами рестрикции Nco1/notl, чтобы допустить в рамке экс-

прессию с вышерасположенной лидерной последовательностью и ниже слияния партнера (как показано 

ранее на фиг. 8). Экспрессия CAR кассеты в plNT21 представляет собой фланкированные AAVS гомоло-

гичные участки, как было описано ранее на фиг. 3 

Вектор plNT21-CAR1 (фиг. 27 а, с) слит с связующими молекулами, такие как одноцепочечный Fv, 

в трансмембранный домена и внутриклеточного домена CD3ζ (фиг. 27с и, как это описано, для экспрес-

сии TCR на фиг. 25). Этот формат часто называют "первым покоением" рецептором рекомбинантного 

антигена. Сигнальные домены от других костимуляторных молекул также использовали для получения 

дополнительных сигналов и это, как было показано, дает улучшенную передачу сигналов. Они были пе-

реданы в качестве второго и третьего поколения рецептора рекомбинантного антигена. Например, 

plNT21-CAR2 (фиг. 27 b, d) слияние связующего вещества (обычно клонированный в этом случае в каче-

стве Nco1/Not 1 фрагмент, ранее описанный домен второго поколения (WO 2012/079000 А1), состоящий 

из: 

Петля и трансмембранный домен из CD8 

4-1ВВ сигнальным доменом 

CD3C, сигнальным доменом 

В качестве примера количество различных групп связующей молекулы были клонированы в сайты 

Nco/Not1 из plNT20-CAR1 и plNT20-CAR2. CD 19, ранее был использован в ряде различных исследова-

ний мишени B-клеток злокачественных образований, литературные источники в Sadelain et al. (2013) 

[103]. Ранее описанное антитело к CD19 (WO 2012/079000 А1) (называемый FMC63) получали в качестве 

синтетического гена scFv, как в конфигурации YH-линкер-Yb или конфигурации VL-линкер-VH (FMC63 

H-L или FMC L-H соответственно, на фиг. 27Е показана последовательность FMC63 H-L. FMC63 L-H 

настроен с переменными доменами в конфигурации Yb-линкер-YH фланкированных с помощью Nco1 и 

Not1 на 5' и 3' концах соответственно. 

В качестве контроля, scFv с альтернативным специфичным связыванием, также клонировали в 

plNT20. Он включает антитела FGFR1A [105] и антитела Desmin контрольного антитела [7]. Кроме того, 

Adhirons [152], распознающий Ioxl (фиг. 29 а, b), введенная в качестве примера альтернативного формата 

связывающей молекулы сконфигурированной в виде слияния CAR (см. пример 19 для описания). 

Чтобы продемонстрировать создание библиотек связывающих молекул, представленных в формате 

CAR, клонировали популяции антител, получивших форму scFv, отобранные на мезотелине и CD229. 

Мезотелин представляет собой клеточный поверхностный гликопротеин, который экспрессируется на 

высоком уровне в целом ряде злокачественных образований, включая мезотелиому. Целый ряд форматов 

на основе антител находятся в стадии разработки и в клинических испытаниях, включая CAR, направ-

ленный на мезотелин [149]. CD229 представляет собой еще один потенциальный ассоциированный с 

опухолью антиген, который может быть мишенью иммунной терапии злокачественных образований, 

таких как хронический лимфоцитарный лейкоз и множественной миеломой [150, 151]. 
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Популяцию антител, распознающих либо мезотелин, либо CD229 создали путем отбора с использо-

ванием библиотеки фагового дисплея "McCafferty" (как описано в примере 6, и ссылка 7). Осуществляли 

два раунда отбора и гены, кодирующие scFv, выделяли с использованием праймеров M131eadseq и Not-

mycseq (пример 6). Продукты вырезали с Nco1/Not 1, очистили в геле и клонировали в plNT21-CAR2. Их 

направили в локус AAVS клеток HEK293 с помощью расщепления TALE нуклеазой, для создания биб-

лиотеки 4,8×10
5
 для CD229 и 6,4×10

5
 из мезотелина (представляющего 30х и 53х увеличение в библиоте-

ке, по сравнению с образцами, трансфецированными при отсутствии TALE нуклеазы). 

plNT20-CAR1 и plNT20-CAR2 были введены в клетки HEK293 с помощью PEI трансфекции. В дан-

ном документе донорную плазмиду ДНК (plNT20-CAR1 и plNT20-CAR2), 6 мкг смешивали с эквимо-

лярной смесью ДНК (20 мкг общего количества), ДНК, кодирующую AAVS-SBI TALEN (pZT-AAVS1 L1 

и pZT-AAVS R1 Systems Bioscience Cat No GE601A-1) в среде Freestyle 293 (Lifetech, Cat. 12338-026), 

линейный PEI (52 мкл, 1 мг/мл, Polysciences Inc.) добавляли и инкубировали при комнатной температуре 

в течение 10 мин. Затем смесь добавляли к 20 мл суспензии клеток HEK293 (1×10
6
 клеток/мл) в 125 мл 

оборудованную колбу Эрленмейера. plNT20-CAR1 и plNT20-CAR2 были также введены в клетки Jurkat 

посредством электропорации. Клетки Jurkat центрифугировали и ресуспендировали в конечном объеме 

10
8
 клеток/мл в буфере для электропорации изготовителя (Maxcyte Electroporation buffer, Thermo Fisher 

Scientific Cat. no NC0856428). Аликвоту из 4 × 10
7
 клеток (0,4 мл) добавляли в кювету ОС400 для элек-

тропорации с 40 мкг ДНК (т.е. 1 мкг/10
6
 клеток). ДНК состоит из смеси донорной плазмидной ДНК 

(plNT20-CAR1 и plNT20-CAR2, 9,2 мкг) и эквимолярной смеси ДНК (30,8 мкг от общего количества), 

ДНК, кодирующей AAVS-SBI TALEN (pZT-AAVS1 L1 и pZT-AAVS R1 Systems Bioscience Cat No 

GE601A-1). В образцах без добавления TALEN, введение ДНК привел к 1 мкг/10
6
 клеткам с использова-

нием контроля плазмидной pcDNA3.0. 

Флуоресцентное мечение различных антигенов проводили с использованием конъюгационного на-

бора Lightning-Link Rapid Dye- Light 633 (lnnova Biosciences, номер по каталогу 325-0010). Получение 

FGFR1 и FGFR2 описано в примере 15. Loxl и CD229 были из R и D Систем (номера по каталогу 1798-

LX-050 и 898-CD050, соответственно), CD19-Fc и мезотелин были из (AcroBiosystems, номер по каталогу 

CD9-H5259 и. MSN-H526x соответственно). 

На фиг. 28 b проиллюстрирован дисплей антитела FGFR1, направленного нуклеазой, [105] в преде-

лах конструкции CAR второго поколения (plNT21-CAR2-FGFR1A). На фиг. 28 d также проиллюстриро-

ван дисплей альтернативной каркасной молекулы (ссылка на Adhiron [152]) в виде слияния с рецептором 

рекомбинантного антигена второго поколения (plNT21-CAR2-lo×1). На фиг. 28 f и g также проиллюстри-

рованы положительные клоны в составе библиотеке scFv, отобранные на мезотелине или CD229. 

В этом примере были введены CAR в клетки HEK и клетки Jurkat, но это можно также осуществить 

путем введения конструкции в клетки первичной культуры, такие как T-лимфоциты человека (например, 

как описано Sadelain et al. (2013) [103]), например, с помощью электропорации [135]. Экспрессионные 

конструкции для экспрессии CAR в лимфоциты, могут быть дополнительно оптимизирована, например, 

путем оптимизации стабильности мРНК и трансляции через вариации в 5' и 3' не транслируемые области, 

поли-А длину и т.д., как это было описано ранее [135]. Передача сигнала из CAR конструкции, введенная 

в T-лимфоциты первичной культуры или клеточные линии T-лимфоцитов, может быть вызвана воздей-

ствием клеток, экспрессирующих антигеном-мишенью или с использованием мультимерного антигена, 

например, антигена, иммобилизованного на поверхности или представленного на гранулах [104, 148]. 

Пример 19. Дисплей библиотек из альтернативных каркасных белков создан в клетках млекопи-

тающих путём встраивания, направляемого нуклеазой. 

Способ, описанный для создания библиотек связывающих молекул, может быть использован за 

пределами дисплея антител и T-клеточных рецепторов. Целые ряды альтернативных каркасных белков 

описаны, что позволяет изготавливать варианты библиотек, из которых новые по специфичности связы-

вания были выделены, например, Tiede et al. (2014) [152] и литературные источники в данном документе. 

В примере, описанном согласно Tiede et al. (2014), был использован стабильный гибкий каркасный белок 

на основе консенсусной последовательности из растительного происхождения фитоцистатинов. Это кар-

касный белок, ссылаясь на Adhiron, и на фиг. 29а показан синтетический ген, кодирующий Adhiron, ко-

торый был отобран для связывания с Ioxl (WO 2014125290 A1). На фиг. 29 В показан альтернативный 

Ioxl связующей молекулы (IoxlB). Оба были синтезированы и клонированы в сайт Nco1/notl из 

plNT20_CAR2 с образованием слияния с партнером ниже. 

Библиотеку можно создать путем рандомизации остатков петли (например, путем Kunkel мутагене-

за или сборки ПЦР, как описано выше в примере 17). В качестве примера, на фиг. 29с показана конст-

рукция мутантных олигонуклеотидов, используемые для создания библиотеки, после такого подхода, как 

описано в примере 17. В данном случае рандомизация достигается путем введения вариабельного коли-

чества NNS(HMB) остатков, хотя могут быть использованы альтернативные стратегии, известны специа-

листам в данной области техники. 

В качестве другого примера, на фиг. 29 d и e показано средство для создания библиотеки связую-

щих молекул, с помощью встраивания, направляемого нуклеазой на основе каркасного белка ноттина 
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[156]. Ноттины представляют собой пептиды приблизительно из 30 аминокислот, которые стабилизиро-

ваны тремя дисульфидными связями, связывающие одну через две других, с образованием "завязанной" 

структуры. На фиг. 29 d показан трипсин, связывающий ноттин MCoTI-II с сайтом Nco1 на 5'-конце и 

сайтом Not на 3'-конце, позволяя экспрессию в рамке считывания с векторами, описанными в данном 

документе. В качестве примера, для создания библиотеки из 6 аминокислот первой петли (подчеркнуты 

на фиг. 29d), может быть мутирована с вариабельным количеством аминокислот. На фиг. 29е проиллю-

стрирована мутагенная стратегия замещения 6 аминокислот 1 петли с 10 рандомизированными амино-

кислотами, с использованием кодонов VNS (где V = A, С или G и S = С или G). 

VNS кодон включает в себя 24-кодона, кодирующи×17 аминокислот, которые исключают цистеи-

ны. Эта стратегия для иллюстративных целей и альтернативные мутагенные стратегии известны специа-

листам в данной области техники. 

Пример 20. Встраивание, направляемое нуклеазой, библиотек антител с использованием 

CRISPR/Cas9. 

Встраивание, направляемое нуклеазой, с помощью CRISPR/Cas9, продемонстрировано с использо-

ванием набора "Geneart CRISPR nuclease vector kit" (Lifetech A21175). В этой системе промотор U6 РНК 

полимераза III контролирует экспрессию целевой комплементарной РНК CRIPSR (crRNA), которая свя-

зана с транс-активирующей crRNA (tracrRNA). CrRNA и tracrRNA вместе составляют направляющую 

РНК, которая направляет специфичное расщепление белка Cas9, кодируемый на том же наборе "GeneArt 

CRISPR nuclease vector" (см. инструкции производителя). Вектор предоставлен в виде линеаризованной 

плазмиды, в которой клонирован короткий двухцепочечный олигонуклеотид с соответствующими 3' 

концами. Специфичное расщепление, затем определяется последовательность клонированного сегмента. 

Две различные целевые последовательности предназначены для прямого расщепления локуса AAVS че-

ловека, как описано выше. 

В качестве последовательностей использовали: 

Вставка с помощью CRISPR1 двухцепочечной ДНК: 

5' GGGGCCACTAGGGACAGGATGTTTT (SEQ ID NO: 115) 

3' GTGGCCCCCGGTGATCCCTGTCCTAC (SEQ ID NO: 116) 

Вставка с помощью CRISPR2 двухцепочечной ДНК: 

5' GTCACCAATCCTGTCCCTAGGTTTT (SEQ ID NO: 117) 

3' GTGGCCAGTGGTTAGGACAGGGATC (SEQ ID NO: 118) 

Полученные в результате направляющие РНК обеспечивали нацеленное расщепление в пределах 

той же области локуса AAVS, что нуклеазы TALE, описанные выше (причем CRISPR2 находится в об-

ратной ориентации по отношению к CRISPR1). Таким образом, AAVS гомологичные участки, исполь-

зуемые ранее, чтобы направить встраивание экспрессионной кассеты, могут использоваться для встраи-

вания, направляемого этой CRISPR гидовой РНК. Линеаризованный вектор и двухцепочечные олигонук-

леотиды лигировали и трансформировали в электрокомпетентные клетки DH10B. Клонирование корект-

ной вставки подтверждали секвенированием и получали плазмидную ДНК. Cas9/CRISPR2 конструкцию 

(охватывающая олигонуклеотид CRISPR2), трансфецировали вместе с донорной ДНК, кодирующая биб-

лиотеку β-галактозидазы, отобранных с помощью 1 раунда отбора фагового дисплея (пример 15). Они 

были трансфецированы в клетки HEK293 с использованием системы электропорации Maxcyte с ОС-400 

сборки. Клетки в количестве 4×10
7
 трансфецировали с 23,2 мкг донорной ДНК, представляющая популя-

цию генов scFv, отобранных с помощью первого раунда отбора фагового дисплея на β-галактозидазе, 

клонированного в pD6. Клетки котрансфецировали с 77 мкг Cas9-CRISPR2 плазмиды, или 77 мкг TALEN 

плазмиды (38,5 мкг каждого из pZT-AAVS1 L1 и pZT -AAVS), или 77 мкг контрольной плазмиды. 

Таблица 9 

 
Титрование количества трансформированных клеток, образованных с помощью cas9/CRISPR2 

трансфекции (путем измерения колоний, устойчивых к бластицидину) показали, что 1053 колоний, ус-

тойчивых к бластицидину, были созданы из посева 10000 клеток, приравнивая к эффективности транс-

фекции 10,5% (табл. 9). В случае TALE, направляемого нуклеазой, была достигнута эффективность 

трансфекции 5,1%. В противоположность этому, в случае отсутствия конструкции cas9/CRISPR2, эффек-

тивность трансфекции была достигнута только 0,36% 

В качестве альтернативы трансфекции с использованием плазмидной ДНК, для введения белка Cas9 

и руководящей РНК в клетки, также возможно прямое введение нуклеопротеидного комплекса, состоя-

щего из Cas9 белка (Toolgen, Inc.) и руководящей РНК. Руководящую РНК получали с помощью Toolgen, 

Inc., используя in vitro транскрипцию из промотора Т7, в качестве одного транскрипта, который включал 
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последовательность TRACR (подчеркнута) предшествующая последовательности, комплементарной 

ДНК-мишени (выделено жирным шрифтом), как показано ниже. 

 
6,6 мкг Cs9 белка, 4.6 мкг РНК и 10 мкг донорной ДНК (кодирующего антитело FGFR1 А в PD6) 

были введены в клетки 10
7
 HEK293 с помощью электропорации Maxcyte, как описано выше. Эффектив-

ность трансфекции 2,2% и 2,9% достигнута для CRISPR 1 и CRISPR2 РНК, соответственно, с 0,7% и 

0,8% в отсутствие добавленного белкового комплекса cas9:PHK. 

Эти руководящие РНК нацелены на одни и те же последовательности, кодируемые CRISPR 1 и 

CRISPR2. В качестве альтернативы, crRNA и tracrRNA можно получить путем химического синтеза (на-

пример, GE Dharmacon). 

Пример 21. Включение гена антитела опосредованного нуклеазой путем лигирования или микрого-

мологичного опосредованного конечного присоединения (MMEJ). 

Несмотря на то что гомологичная рекомбинация (ГР) используется для точной вставки больших 

фрагментов ДНК, это требует создания больших нацеленных векторов, включающих длинные гомоло-

гичные участки. Это может сделать создание крупных библиотек более сложным из-за пониженной эф-

фективности трансформации больших конструкций ДНК. В качестве альтернативы, простые реакции 

лигирования можно осуществить между хромосомной ДНК и нацеленным вектором, если нуклеаза, рас-

познающая последовательность, включена в нацеленный вектор. Реакции лигирования могут быть либо с 

использованием "липкого конца", например, нуклеаз с доменом "цинковые пальцы" (Orlando et al., 2010) 

[45] или TALEN (Cristea et al., 2013) [22], который может сделать двунитевые разрывы (DSBs), которые 

удаляют 5' выступы или "притуплённый конец", применяемый CRISP/Cas9 рибонуклеопротеином. При-

мером встраивания гена нуклеазой, путем лигирования с использованием I-Sce1 мегануклеазы, было по-

казано создание вектора pD7-Sce1. pD7, полученная из pD6 (фиг. 8), но левые и правые AAVS гомоло-

гичные участки заменены короткими двухцепочечными олигонуклеотидами. Левый гомологичный уча-

сток AAVS, из серии pD вектора, фланкирует с помощью ферментов рестрикции EcoR1 и Nsi 1 (см. на 

фиг. 3). Для преобразования pD6 в pD7-Sce1, левый гомологичный участок заменили вставкой двухцепо-

чечного олигонуклеотида, образованной праймерами 2778 и 2779, кодирующие последовательность рас-

познавания мегануклеазы I-Sce1 с "липкими концами", совместимые с "липкими концами", образован-

ными с помощью EcoRI/Nsi1. Правый гомологичный участок AAVS фланкирует с помощью ASCI и Mlu 

1 сайтов рестрикции (фиг. 3). Правый гомологичный участок заменили вставкой двухцепочечного оли-

гонуклеотида с "липкими концами", совместимые с "липкими концами", образованными с помощью 

расщепления ASCL/Mlu1 и сформировали с помощью праймеров 2723 и 2724. 

Таблица 10 

Праймеры для конструкции pD7 и plNT19 
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Антитела, распознающие Fgfrl и Fgfr2 (пример 15), клонировали в pD7 с образованием pD7-Sce1 

антитела Fgfrl npD7-Sce1 антитела Fgfr2 соответственно. Они были котрансфецированы с I-Sce1, экс-

прессирующую плазмиду, (пример 11, фиг. 16) в клон HEK293 клеточной линии 6F (см. пример 11), ко-

торая содержит встроенный I-Sce1, распознающий сайт. 

Лигирование DSB в хромосоме и нацеливание вектора также можно получить с помощью нуклеаз с 

доменом цинковые пальцы или TALE нуклеаз. При инвертировании нуклеаз с доменом цинковые пальцы 

или сайтов распознавания TALEN на нацеленном векторе, это может обеспечивать, что продукт из 

вставки больше не является мишенью для расщепления в способе, называемом "Obligate ligation-gated 

recombination" или ObLiGaRe (Maresca et al., 2013) [153]. pD7-ObLiGaRe векторы можно получить таким 

же образом, как описано выше, для создания pD7-Sce1. В данном случае, левый гомологичный участок 

заменяется олигонуклеотидом, состоящим из праймеров 2808 и 2809, кодирующий инвертированный 

сайт распознавания TALEN (выделен жирным шрифтом) и спейсерную область. Правый гомологичный 

участок заменяется праймерами 2723 и 2809, как описано выше. 

Альтернативой простых реакций лигирования между DSB в хромосоме и нацеливания вектора, 

опосредованного негомологичным концом соединения (NHEJ) является опосредованный микрогомоло-

гичный конец соединения (MMEJ). MMEJ представляет собой запасной механизм DSB, который исполь-

зует микрогомологичные последовательности от 5 до 25 п.о. для подверждения ошибки на конце соеди-

нения (McVey and Lee, 2008) [154]. Стратегия для точного встраивания генов была разработана, где ге-

номная последовательность и нацеленный вектор содержат ту же TALE нуклеазную пару, распознаю-

щую последовательность, но различный спайсерный вектор последовательности в которой предшест-

вующая и последующая часть переключены. Геномная последовательность и вектор может быть вырезан 

той же парой TALEN и MMEJ происходит через микрогомологичные концы ДНК. Результат встраивания 

нацеленного вектора больше не является мишенью для TALE нуклеазы из-за укороченния спейсерной 

области, которая не является оптимальной для TALE нуклеазного расщепления (Nakade et al., 2014) 

[155]. 

MMEJ AAVS направленное встраивание вектора pD7-MMEJ, можно создать таким же образом, как 

описано выше, для создания pD7-Sce1. В этом случае левая сторона гомологичного участка замещается 

олигонуклеотидом, состоящим из праймеров 2768 и 2769, кодирующих сайт распознавания TALEN (вы-

делен жирным шрифтом) и переключающий спейсерную область (подчеркнут). Правая сторона гомоло-

гичного участка замещается праймерами 2723 и 2809, как описано выше. 

Пример 22. Дизайн праймеров для создания единого (CMV) промотора кассеты фланкированный с 

помощью RQSA26 участков (plNT19-ROSA). 

Этот пример предназначен для того, чтобы показать, что антитело или альтернативные гены связы-

вающей молекулы могут встраиваться в геном клеток млекопитающих, с помощью способов направляе-

мых нуклеазой и полученные в результате скрининга клонов, для требуемой функции, с помощью либо 

репортерного, либо фенотипического скрининга. Этот пример показавали раньше, где гены антител 

встраивали в хромосому эмбриональных стволовых клеток мыши (ES) и проводили отдельный скрынинг 

ES колоний на их способность поддерживать плюрипотентность при воздействии условий дифференци-

ровки [105]. Гены антител, выделенные из ES колоний, которые содержат плюрипотентный фенотип, 

показаны при блокировании FGFR1/FGF4 сигнального пути. Проблема, связанная с этим, ранее описан-

ным способом, в том, что гомологичная рекомбинация может привести к небольшим размерам библио-

теки, тем самым ограничивая ее способность проводить непосредственно скрининг для редких клонов, 

присутствующих в больших библиотеках связывающей молекули. Способы встаривания гена, опосредо-

ванного нуклеазой, для антитела и встаривания гена связывающей молекулы являются более эффектив-

ным результатом, что приводит к большему созданию размера библиотеки и, таким образом, более веро-

ятно, создание библиотек клеток млекопитающих, способных идентифицировать функциональные анти-

тела путем фенотипического или репортерного скрининга клеток. 

Донорный нацелеваемый вектор plNT19 предназначен для встраивания генов антител в мышиный 
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локус ROSA26 с помощью способов, напраляемых нуклеазой, для прямого функционального скрининга. 

plNT19 является единственным вектором с одним промотором CMV для экспрессии слитого белка scFv-

Fc. Экспрессионную кассету фланкировали с помощью гомологичных участков локуса ROSA26 мыши. 

Поскольку вышестоящий экзон является непереведенным, ген устойчивости к пуромицину предшествует 

акцепторный сайт сплайсинга и, дополнительно снизустоящий, имеет последовательность КОЗАК, ве-

дущую в ген устойчивости к пуромицину. 

Левый гомологичный участок AAVS и ген устойчивости к пуромицину из plNT18 заменили на кас-

сету, кодирующую левый гомологичный участок ROSA26, акцепторный сайт сплайсинга, оптимизиро-

ванную консенсусную последовательность Козак и ген устойчивости к пуромицину. Левый гомологич-

ный участок ROSA26 первоначально амплифицированная в составе pGATOR (Melidoni et al., 2013 (105)) 

в виде двух фрагментов, 

что приводило к нокауту внутреннего сайта Not1. Два фрагмента, полученных путем праймеров 

J60/2716 и 2715/2706, объединили в сборку ПЦР с праймерами J60 и 2706, а расщепляли AsiSI и Nsi1. 

Акцепторный сайт сплайсинга амплифицировали из pGATOR, с использованием праймеров 2709 и 2710, 

а кассету, устойчивую к пуромицину, амплифицировали с применением праймеров 2745 (которые вклю-

чают гомологичный участок к акцепторному сайту сплайсинга и оптимизированную консенсусную по-

следовательность Козак) и J59. Участок акцепторого сайта сплайсинга и кассета, устойчивая к пуроми-

цину, объединяли в сборке ПЦР с использованием праймеров 2709 и J59, а расщепляли Nsi1 и Bgl2. Ле-

вый гомологичный участок ROSA26 и акцепторный сайт сплайсинга кассеты, устойчивой к пуромицину, 

лигировали с вектором plNT18 (AsiSl/Bgl2). 

Для завершения конструирования нацеливающего вектора ROSA правый гомологичный участок 

ROSA26, расположенный ниже кассеты CMV-scFv-Fc, был введен для замены правого гомологичного 

участка plNT 18 AAVS. Это осуществляли с помощью ПЦР правого гомологичного участка ROSA, со-

держащегося в pGATOR(Melidoni et al., 2013), с использованием праймеров J61 и J62 для амплификации 

фрагмента с BstZI 71 на одном конце и SBF1 на другом. Праймер 61 был установлен, чтобы исключить 

эндогенный SBF1 сайт 65 п.о., вышестоящий от сайта расщепления ROSA ZFN. На фиг. 31 показана по-

следовательность ROSA26 левого и правого гомологичных участков. 

Таблица 11 

Праймеры для направляемого нуклеазой напраленного встраивания в локус ROSA 26 мыши 
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Встраивание plNT19, кодирующее антитело или альтернативные связывающие молекулы в мыши-

ном локусе ROSA26, можно достигнуть с помощью встраивания, направляемого нуклеазой, библиотек 

антитела с использованием CRISPR/Cas9, как описано в примере 20. Здесь, встраивание, направляемое 

нуклеазой, с помощью CRISPR/Cas9 можно продемонстрировать, используя набор "Geneart CRISPR nu-

clease vector kit" (Lifetech A21175). В этой системе промотор U6 РНК-полимераза III приводит в действие 

экспрессию мишени комплементарной РНК CRIPSR (crRNA), которая связана с транс-активирующей 

crRNA (tracrRNA). CrRNA и tracrRNA вместе составляют гидовую РНК, которая направляет расщепле-

ние специфичного белка, кодируемый белком Cas9, на том же наборе "GeneArt CRISPR nuclease vector" 

(см. инструкции производителя). Вектор, представленный в виде линеаризованной плазмиды, в который 

клонировали короткий двухцепочечный олигонуклеотид с соответствующими 3'-выступами. Специфич-

ность расщепления затем определяет последовательность клонированного сегмента. 2 различные нацеле-

ваемые последовательности предназначены для прямого расщепления ROSA26 мыши, кодируемого 

праймерами 2701/2702 и 2703/2704 (табл. 10). 

В качестве альтернативы были описаны нуклеазы с доменом "цинковые пальцы", которые расщеп-

ляют ДНК в пределах локуса ROSA26, [34]. Они могут быть встроены в соответствующий вектор экс-

прессии, который описан для мегануклеазы SCE-I (фиг. 16, пример 11). 

Опосредованное нуклеазой встраивание донорной плазмиды plNT19 обеспечивает получение кло-

нов, экспрессирующих секретируемое антитело, которое может связываться с эндогенны м рецептором 

или лигандом, что приводит либо к антагонизму [105, 107] либо или агонизму [47, 106, 108] путей пере-

дачи сигнала через рецепторы. Чтобы включить связь между клеточным фенотипом и функциональной 

активности секретируемых антител, клетки можно высевать при низкой плотности в полужидкой среде 

так, чтобы распространить отдельные колонии и экспрессия антитела может быть инициирована с помо-

щью индуцируемого промотора [105]. В качестве альтернативы, конститутивный промотор может быть 

использован для экспрессии гена антитела. Полужидкая среда будет поддерживать повышенную локаль-

ную концентрацию эндогенно экспрессируемого антитела так, что любое фенотипическое изменение 

специфическое для колонии, возникающей из отдельной клетки, будет вызвано уникальным антителом, 

экспрессированным из этого определенного клона. При использовании высокочувствительного репорте-

ра, как, например, промотора Rex или Nanog, слитого с репортерным геном, был бы возможен посев кле-

ток при низкой плотности в полужидких средах, сбор и скрининг с помощью проточной цитометрии. В 

качестве альтернативы, стоп-кодон, расположенный ниже от гена антитела в plNT19, можно заменить 

трансмембранным доменом, чтобы позволить прикрепление антитела к поверхности клетки. Стоп-кодон, 

расположенный ниже от гена антитела в plNT 19, также можно заменить на сигнальную последователь-

ность для удержания в эндоплазматическом ретикулуме (ЕПР), для обеспечения удержания антител в 

ЕПР и потенциального снижения экспрессии эндогенно экспрессируемого рецептора-мишени или любо-

го секретируемого белка, или пептида. plNT19 специфически разработан для мишени мышинного локуса 

ROSA26 и может использоваться для фенотипического скрининга антител или альтернативных связы-

вающих молекул в ЕПР клетках мыши. Однако направляемое нуклеазой антитело или способы встраива-

ния генов связующих молекул могут также примененяться к другим функциональным скринингам, таких 

как те, которые описаны с использованием лентивирусного подхода [47, 106, 107, 108]. 
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Все литературные источники, перечисленные ниже, и другие источники, процитированные в других 

разделах настоящего описания, в полном объеме включены в данный документ посредством ссылки. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ получения библиотеки клонов эукариотических клеток, содержащих ДНК, кодирующую 

разнообразный репертуар связывающих молекул, которые распознают мишень, включающий этапы, в 

которых 

обеспечивают молекулы донорной ДНК, кодирующие связывающие молекулы, и эукариотические 

клетки, при этом указанные связывающие молекулы представляют собой антитела, белки или пептиды, 

вводят донорную ДНК в клетки и обеспечивают присутствие в клетке сайт-специфической нуклеа-

зы, причем указанная нуклеаза расщепляет распознаваемую последовательность в клеточной ДНК с об-

разованием сайта встраивания, в котором указанная донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК, при 

этом встраивание осуществляется посредством эндогенных клеточных механизмов репарации ДНК, в 

результате чего создаются рекомбинантные клетки, содержащие донорную ДНК, встроенную в клеточ-

ную ДНК, и 

культивируют рекомбинантные клетки для получения клонов, 

таким образом обеспечивают библиотеку клонов эукариотических клеток, содержащих донорную 

ДНК, кодирующую указанный репертуар связывающих молекул. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что указанные связывающие молекулы представляют собой 

молекулы антител, рецепторы T-клеток и/или мультимерные молекулы, содержащие по меньшей мере 

первую и вторую субъединицу. 

3. Способ по п.2, отличающийся тем, что указанные связывающие молекулы представляют собой 

молекулы антител, которые представляют собой полноразмерные иммуноглобулины, IgG, Fab, scFv-Fc 

или scFv. 

4. Способ получения библиотеки клонов эукариотических клеток, содержащих ДНК, кодирующую 

разнообразный репертуар мультимерных связывающих молекул, которые распознают мишень, при этом 

каждая связывающая молекула содержит первую и вторую субъединицу, при этом указанные связываю-

щие молекулы представляют собой антитела, белки или пептиды, причем указанный способ включает 

этапы, в которых 

обеспечивают эукариотические клетки, содержащие ДНК, кодирующую первую субъединицу, и 

обеспечивают молекулы донорной ДНК, кодирующие вторую субъединицу связывающей молекулы, 

вводят указанную донорную ДНК в клетки и обеспечивают присутствие в клетке сайт-

специфической нуклеазы, причем указанная нуклеаза расщепляет распознаваемую последовательность в 

клеточной ДНК с образованием сайта встраивания, в котором указанная донорная ДНК встраивается в 

клеточную ДНК, при этом встраивание осуществляется посредством эндогенных клеточных механизмов 

репарации ДНК, в результате чего создаются рекомбинантные клетки, которые содержат донорную ДНК, 

встроенную в клеточную ДНК, и 

культивируют рекомбинантные клетки для получения клонов, содержащих ДНК, кодирующую пер-

вую и вторую субъединицы мультимерной связывающей молекулы, 

таким образом обеспечивают библиотеку клонов эукариотических клеток, содержащих донорную 

ДНК, кодирующую указанный репертуар мультимерных связывающих молекул. 

5. Способ получения библиотеки клонов эукариотических клеток, содержащих ДНК, кодирующую 

разнообразный репертуар мультимерных связывающих молекул, которые распознают мишень, в котором 

каждая связывающая молекула содержит по меньшей мере первую и вторую субъединицу, при этом ука-

занные связывающие молекулы представляют собой антитела, белки или пептиды, причем указанный 

способ включает этапы, в которых 

обеспечивают молекулы первой донорной ДНК, кодирующие первую субъединицу, и обеспечивают 

эукариотические клетки, 

вводят указанную первую донорную ДНК в клетки и обеспечивают присутствие в клетке сайт-

специфической нуклеазы, причем указанная нуклеаза расщепляет распознаваемую последовательность в 

клеточной ДНК с образованием сайта встраивания, в котором указанная донорная ДНК встраивается в 

клеточную ДНК, при этом встраивание осуществляется посредством эндогенных клеточных механизмов 

репарации ДНК, в результате чего создается первый набор рекомбинантных клеток, содержащих первую 

донорную ДНК, встроенную в клеточную ДНК, 

культивируют первый набор рекомбинантных клеток для получения первого набора клонов, содер-

жащих ДНК, кодирующую первую субъединицу, 

вводят молекулы второй донорной ДНК, кодирующие вторую субъединицу, в клетки первого набо-

ра клонов, причем указанная вторая донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК первого набора кло-

нов, в результате чего создают второй набор рекомбинантных клеток, содержащих первую и вторую до-

норную ДНК, встроенную в клеточную ДНК, и 

культивируют второй набор рекомбинантных клеток для получения второго набора клонов, причем 

эти клоны содержат ДНК, кодирующую первую и вторую субъединицы мультимерной связывающей 

молекулы, 
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таким образом обеспечивают библиотеку клонов эукариотических клеток, содержащих донорную 

ДНК, кодирующую указанный репертуар мультимерных связывающих молекул. 

6. Способ по п.5, отличающийся тем, что встраивание молекул указанной второй донорной ДНК 

осуществляется по способу, включающему обеспечение присутствия в клетке сайт-специфической нук-

леазы, причем указанная нуклеаза расщепляет распознаваемую последовательность в клеточной ДНК с 

образованием сайта встраивания, в котором указанная донорная ДНК встраивается в клеточную ДНК, 

при этом встраивание осуществляется посредством эндогенных клеточных механизмов репарации ДНК. 

7. Способ по любому из пп.3-6, отличающийся тем, что мультимерные связывающие молекулы 

представляют собой молекулы антител, содержащие вариабельный домен тяжелой цепи (VH) и вариа-

бельный домен легкой цепи (VL) в виде отдельных субъединиц. 

8. Способ по п.7, отличающийся тем, что указанные мультимерные связывающие молекулы пред-

ставляют собой полноразмерные иммуноглобулины. 

9. Способ по п.7 или 8, отличающийся тем, что молекула антитела дополнительно содержит одну 

или более дополнительных субъединиц, которые могут быть введены в ту же самую донорную ДНК, что 

и первая или вторая субъединица, или которые могут быть встроены в независимые сайты клеточной 

ДНК. 

10. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что клетки представляют 

собой клетки высших эукариот с размером генома более чем 2×10
7
 пар оснований. 

11. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что указанные клетки 

представляют собой клетки млекопитающих. 

12. Способ по п.11, отличающийся тем, что указанные клетки представляют собой клетки HEK293, 

клетки яичников китайского хомячка (CHO), клетки T-клеточной линии дифференцировки или клетки B-

клеточной линии дифференцировки или любые из клеток, которые перечислены в "Энциклопедии линий 

раковых клеток" или в "Каталоге COSMIC соматических мутаций при раке". 

13. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что распознаваемая после-

довательность находится в геномной ДНК клеток или распознаваемая последовательность находится в 

эписомальной ДНК внутри клеток. 

14. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что последовательность, 

распознаваемая сайт-специфической нуклеазой, встречается в клеточной ДНК только один или два раза. 

15. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что указанная сайт-

специфическая нуклеаза разрезает клеточную ДНК с образованием двунитевого разрыва, который слу-

жит сайтом интеграции. 

16. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что указанная сайт-

специфическая нуклеаза представляет собой мегануклеазу, нуклеазу "цинковые пальцы" (ZFN), нуклеазу 

TALE, или тем, что расщепление ДНК осуществляется системой CRISPR/Cas. 

17. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что донорная ДНК содер-

жит генетический элемент для отбора клеток, в которые произошло встраивание донорной ДНК. 

18. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что встраивание донорной 

ДНК в клеточную ДНК приводит к тому, что экспрессия связывающей молекулы и/или экспрессия гене-

тического селективного элемента происходит под контролем промотора, присутствующего в клеточной 

ДНК. 

19. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что библиотека содержит 

по меньшей мере 100, 10
3
, 10

4
, 10

5
 или 10

6
 клонов, причем каждый клон образуется из отдельной реком-

бинантной клетки, полученной в результате встраивания донорной ДНК. 

20. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что библиотека содержит 

клоны, кодирующие по меньшей мере 100, 10
3
, 10

4
, 10

5
 или 10

6
 различных связывающих молекул. 

21. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждый клон содер-

жит встроенную донорную ДНК, кодирующую только одну или две молекулы из указанного репертуара 

связывающих молекул, или каждый клон содержит встроенную донорную ДНК, кодирующую одну мо-

лекулу из указанного репертуара связывающих молекул. 

22. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что эукариотические клет-

ки являются диплоидными и содержат распознаваемую сайт-специфической нуклеазой последователь-

ность, содержащуюся в дупликатных фиксированных локусах клеточной ДНК. 

23. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что каждая молекула до-

норной ДНК кодирует одну связывающую молекулу или субъединицу связывающей молекулы. 

24. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что связывающие молеку-

лы представлены на клеточной поверхности. 

25. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что связывающие молеку-

лы секретируются из клеток. 

26. Способ по любому из предшествующих пунктов, отличающийся тем, что донорная ДНК полу-

чена с помощью раундов отбора с помощью фагового дисплея. 

27. Способ по любому из предшествующих пунктов, дополнительно включающий 
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культивирование библиотеки клонов для экспрессии связывающих молекул, 

выделение одного или более клонов, экспрессирующих представляющую интерес связывающую 

молекулу, и 

создание вторичной библиотеки из одного или более выделенных клонов, причем вторичная биб-

лиотека содержит ДНК, кодирующую второй репертуар связывающих молекул, при этом необязательно 

создание вторичной библиотеки включает выделение донорной ДНК из одного или более выделенных 

клонов, введение мутации в ДНК для получения вторичной популяции молекул донорной ДНК, коди-

рующих второй репертуар связывающих молекул, и введение вторичной популяции молекул донорной 

ДНК в клетки с образованием вторичной библиотеки клеток, содержащих ДНК, кодирующую второй 

репертуар связывающих молекул, или создание вторичной библиотеки включает введение мутации в 

указанную донорную ДНК одного или более выделенных клонов путем индукции мутации ДНК в этих 

клонах. 

28. Способ получения разнообразного репертуара связывающих молекул, включающий получение 

библиотеки с помощью способа по любому из пп.1-27 и культивирование клеток указанной библиотеки 

для экспрессии связывающих молекул. 

29. Способ скрининга связывающих молекул, которые распознают мишень, включающий 

получение библиотеки с помощью способа по любому из пп.1-27, 

культивирование клеток библиотеки для экспрессии связывающих молекул, 

экспонирование мишеней для воздействия связывающих молекул, обеспечивающего распознавание 

мишени одной или более когнатными связывающими молекулами, в случае наличия, и 

обнаружение факта распознавания мишени когнатной связывающей молекулой и, необязательно, 

выделение клеток клона, содержащего ДНК, кодирующую когнатную связывающую молекулу. 

30. Способ скрининга клеток требуемого фенотипа, в котором фенотип обусловлен экспрессией 

клеткой связывающей молекулы, при этом способ включает 

получение библиотеки с помощью способа по любому из пп.1-27, 

культивирование библиотеки клонов для экспрессии связывающих молекул и определение того, 

проявляется ли требуемый фенотип, при этом необязательно указанный способ дополнительно включает 

выделение клеток клона, который экспрессирует связывающую молекулу, которая обеспечивает 

получение требуемого фенотипа, и/или 

выделение ДНК, кодирующей связывающую молекулу, из отобранного клона, в результате чего по-

лучая ДНК, кодирующую связывающую молекулу, которая обеспечивает получение требуемого феноти-

па. 

31. Способ по п.29 или 30, отличающийся тем, что связывающие молекулы представляют собой мо-

лекулы антител, а мишень представляет собой антиген, или связывающие молекулы представляют собой 

TCR (рецепторы T-клеток), а мишень представляет собой комплекс ГКГС (главный комплекс гистосов-

местимости):пептид. 

32. Способ по п.31, дополнительно включающий выделение ДНК, кодирующей связывающую мо-

лекулу, из отобранного клона с получением в результате ДНК, которая кодирует связывающую молеку-

лу, которая распознает указанную мишень. 

33. Способ по п.30 или 32, включающий введение мутации или превращение ДНК в модифициро-

ванную ДНК, кодирующую реструктурированную связывающую молекулу. 

34. Способ по п.33, отличающийся тем, что связывающая молекула представляет собой scFv, а ука-

занный способ включает превращение ДНК, кодирующей scFv, в ДНК, кодирующую Ig или его фраг-

мент, с сохранением попарного объединения исходных вариабельных доменов VH и VL. 

35. Способ по любому из пп.29, 30 и 32-34, дополнительно включающий введение ДНК в клетку-

хозяина, и в некоторых случаях, дополнительно включающий культивирование клеток и концентрирова-

ние клеток для получения клеточного осадка или концентрированной клеточной суспензии. 

36. Способ по пп.29, 30 или 35, дополнительно включающий культивирование клеток для экспрес-

сии связывающей молекулы и очистку связывающей молекулы. 

37. Применение сайт-специфической нуклеазы для адресного расщепления клеточной ДНК при со-

ставлении библиотеки эукариотических клеток, содержащих ДНК, кодирующую репертуар связываю-

щих молекул с применением способа по любому из пп.1-36, в котором опосредованное нуклеазой расще-

пление ДНК улучшает сайт-специфическое встраивание генов связывающих молекул посредством эндо-

генных клеточных механизмов репарации ДНК. 

38. Применение библиотеки, полученной способом по любому из пп.1-27, в качестве дисплейной 

библиотеки для отбора молекул, связывающихся с требуемой мишенью, или для скрининга клеток, ха-

рактеризующихся требуемым клеточным фенотипом, где фенотип обусловлен экспрессией клеткой свя-

зывающей молекулы. 
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