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Родственные заявки 

По заявке на данное изобретение испрашивается приоритет временных заявок USSN 61/929821, по-

данной 21 января 2014 г., USSN 61/921303, поданной 27 декабря 2013 г., и USSN 61/833298, поданной  

10 июня 2013 г., содержание которых включено в настоящее описание в виде ссылки в полном объеме. 

Государственная поддержка 

Настоящее изобретение осуществлено при поддержке правительства по грантам  

№ 1R01CA173750-01 и Т32 AI07386, предоставленным Национальными институтами здоровья, и по 

гранту № Р30-СА14051 Национального института рака. Правительство имеет определенные права на 

изобретение. 

Область техники, к которой относится изобретение 

Настоящее изобретение относится к способам обнаружения мишеней для иммунотерапии in vivo, к 

терапевтическим композициям, которые модулируют мишени иммунотерапии (например, мшРНК, им-

мунореактивные клетки, экспрессирующие мшРНК, и в некоторых случаях рецептор, мишенью которого 

является злокачественная клетка, например химерные рецепторы антигенов (CAR)), и связанным с ними 

способам применения. 

Уровень техники 

Цитотоксические Т-клетки играют центральную роль в опосредованном иммунной системой кон-

троле злокачественных опухолей [1-3], и моноклональные антитела, мишенью которых являются инги-

бирующие рецепторы на Т-клетках, могут обеспечивать значимую клиническую пользу в случае пациен-

тов, имеющих заболевание на поздней стадии [4-6]. Для обеспечения жизнеспособности в опухолях раз-

виты многочисленные иммуносупрессорные механизмы для обеспечения их собственного роста и ус-

пешного ускользания от иммунной системы хозяина, эффективного блокирования активности  

Т-клеток в микроокружении опухоли. Вышесказанное является центральной проблемой в онкологии, 

поскольку сильная инфильтрация Т-клетками CD8, которые обладают цитотоксической функцией против 

опухолевых клеток, ассоциирована с благоприятным прогнозом в случае множества типов злокачествен-

ной опухоли у человека [1, 3, 8]. Указанный природный защитный механизм сильно ослабевает у боль-

шинства пациентов под действием многочисленных ингибирующих сигналов, исходящих от опухоли, ее 

стромы, регуляторных Т-клеток и популяций миелоидных клеток. [9-11[ Были идентифицированы раз-

личные молекулярные и клеточные иммуносупрессорные механизмы, ответственные за ускользание 

опухоли. Мишенью некоторых из таких механизмов являются иммунные противоопухолевые эффектор-

ные клетки. Однако многие регуляторные механизмы, которые приводят к утрате функции Т-клеток в 

иммуносупрессорных опухолях, остаются неизвестными. Для улучшения ситуации, связанной с ограни-

ченным успехом иммунотерапии злокачественных опухолей, требуются новые способы ингибирования 

путей иммуносупрессии, инициируемых опухолевыми клетками для того, чтобы ускользнуть от иммун-

ной системы хозяина. 

Сущность изобретения 

Настоящее изобретение относится к мишеням для ингибирования путей иммуносупрессии, исполь-

зуемых опухолевыми клетками для инактивации и/или супрессии иммунных клеток. 

В изобретении также предлагаются композиции и способы, связанные с мшРНК с терапевтическим 

потенциалом. 

Раскрытие также относится к иммунореактивным клеткам, включая Т-клетки (например, клетки, 

нацеленные на опухолевый антиген), экспрессирующим по меньшей мере одну мшРНК или другую мо-

лекулу нуклеиновой кислоты, способную вызывать сайленсинг генов, которые ингибируют функцию  

Т-клеток. 

Раскрытие также относится к иммунореактивным клеткам, включая Т-клетки, несущим по меньшей 

мере один вектор, экспрессирующий мшРНК и по меньшей мере один химерный рецептор антигена, на-

правленный на опухолевый антиген. 

В некоторых вариантах изобретение относится к иммунореактивным клеткам, обладающим специ-

фичностью по отношению к опухоли, содержащим вектор, кодирующий мшРНК, способную вызывать 

сайленсинг генов, которые ингибируют функцию Т-клеток. 

В некоторых аспектах последовательность мшРНК снижает экспрессию гена, выбранного из груп-

пы, состоящей из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, 

Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, 

Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 или Ppp3cc. 

В другом аспекте мшРНК содержит 15 непрерывно следующих друг за другом нуклеотидов, комплемен-

тарных последовательности нуклеиновой кислоты, выбранной из группы, состоящей из последователь-

ностей SEQ ID NO: 604-620 и 653-677. В некоторых аспектах иммунореактивная клетка дополнительно 

содержит вектор, кодирующий специфичный для опухоли Т-клеточный рецептор. В некоторых аспектах 

иммунореактивная клетка выбрана из группы, состоящей из инфильтрующего опухоль лимфоцита (TIL), 

Т-клетки природного киллера (NKT), цитотоксического Т-лимфоцита (CTL) и Т-клетки CD4. 

В некоторых вариантах иммунореактивная клетка содержит вектор, кодирующий CAR, при этом 

CAR содержит антигенсвязывающий домен, трансмембранный домен и стимулирующий домен. В неко-
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торых аспектах антигенсвязывающий домен связывает опухолевый антиген или патогенный антиген. 

Примеры опухолевых антигенов включают, например, специфичный для простаты мембранный антиген 

(PSMA), раково-эмбриональный антиген (СЕА), CD19, CD20, CD22, ROR1, мезотелин, CD333/IL3Ra,  

с-Met, гликолипид F77, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1 TCR, ERBB2, BIRC5, СЕАСАМ5, WDR46, BAGE, 

CSAG2, DCT, MAGED4, GAGE1, GAGE2, GAGE3, GAGE4, GAGE5, GAGE6, GAGE7, GAGE8, IL13RA2, 

MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA6, MAGEA9, MAGEA10, MAGEA12, MAGEB1, 

MAGEB2, MAGEC2, ТР53, TYR, TYRP1, SAGE1, SYCP1, SSX2, SSX4, KRAS, PRAME, NRAS, ACTN4, 

CTNNB1, CASP8, CDC27, CDK4, EEF2, FN1, HSPA1B, LPGAT1, МЕ1, ННАТ, TRAPPC1, MUM3, 

MYO1B, PAPOLG, OS9, PTPRK, TPI1, ADFP, AFP, AIM2, ANXA2, ART4, CLCA2, CPSF1, PPIB, EPHA2, 

EPHA3, FGF5, СА9, TERT, MGAT5, CEL, F4.2, CAN, ETV6, BIRC7, CSF1, OGT, MUC1, MUC2, MUM1, 

CTAG1A, CTAG2, CTAG, MRPL28, FOLH1, RAGE, SFMBT1, KAAG1, SART1, TSPYL1, SART3, SOX10, 

TRG, WT1, TACSTD1, SILV, SCGB2A2, MC1R, MLANA, GPR143, OCA2, KLK3, SUPT7L, ARTC1, 

BRAF, CASP5, CDKN2A, UBXD5, EFTUD2, GPNMB, NFYC, PRDX5, ZUBR1, SIRT2, SNRPD1, HERV-K-

MEL, CXorf61, CCDC110, VENTXP1, SPA17, KLK4, ANKRD30A, RAB38, CCND1, CYP1B1, MDM2, 

MMP2, ZNF395, RNF43, SCRN1, STEAP1, 707-AP, TGFBR2, PXDNL, AKAP13, PRTN3, PSCA, RHAMM, 

ACPP, ACRBP, LCK, RCVRN, RPS2, RPL10A, SLC45A3, BCL2L1, DKK1, ENAH, CSPG4, RGS5, BCR, 

BCR-ABL, ABL-BCR, DEK, DEK-CAN, ETV6-AML1, LDLR-FUT, NPM1-ALK1, PML-RARA, SYT-SSX1, 

SYT-SSX2, FLT3, ABL1, AML1, LDLR, FUT1, NPM1, ALK, PML1, RARA, SYT, SSX1, MSLN, UBE2V1, 

HNRPL, WHSC2, EIF4EBP1, WNK2, OAS3, BCL-2, MCL1, CTSH, ABCC3, BST2, MFGE8, TPBG, FMOD, 

XAGE1, RPSA, COTL1, CALR3, PA2G4, EZH2, FMNL1, HPSE, APC, UBE2A, BCAP31, TOP2A, TOP2B, 

ITGB8, RPA1, ABI2, CCNI, CDC2, SEPT2, STAT1, LRP1, ADAM17, JUP, DDR1, ITPR2, HMOX1, TPM4, 

BAAT, DNAJC8, TAPBP, LGALS3BP, PAGE4, PAK2, CDKN1A, PTHLH, SOX2, SOX11, TRPM8, TYMS, 

ATIC, PGK1, SOX4, TOR3A, TRGC2, BTBD2, SLBP, EGFR, IER3, TTK, LY6K, IGF2BP3, GPC3, 

SLC35A4, HSMD, H3F3A, ALDH1A1, MFI2, MMP14, SDCBP, PARP12, MET, CCNB1, PAX3-FKHR, 

PAX3, FOXO1, XBP1, SYND1, ETV5, HSPA1A, HMHA1, TRIM68 и любое их сочетание. 

В некоторых аспектах антигенсвязывающим доменом является антигенсвязывающий фрагмент ан-

титела (например, Fab или scFv). Внутриклеточные домены таких CAR содержат цитоплазматические 

домены передачи сигнала, полученные из Т-клеточного рецептора и костимулирующих молекул. 

В некоторых вариантах вектор представляет собой плазмиду, ретровирусный вектор или лентиви-

русный вектор. 

В некоторых вариантах изобретение относится к выделенным молекулам нуклеиновых кислоты, 

кодирующим последовательность мшРНК. В другом варианте изобретение относится к выделенным мо-

лекулам нуклеиновых кислот, кодирующим CAR. В еще одном варианте изобретение относится к выде-

ленным молекулам нуклеиновых кислот, кодирующим CAR и последовательность мшРНК. В некоторых 

аспектах выделенная нуклеиновая кислота кодирует последовательность мшРНК, снижает экспрессию 

гена, выбранного из группы, состоящей из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, 

Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, или Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, 

Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, 

Prkab2, Trpm7 или Ppp3cc. В другом аспекте выделенная нуклеиновая кислота кодирует мшРНК, содер-

жащую 15 непрерывно следующих друг за другом нуклеотидов, комплементарных последовательности 

нуклеиновой кислоты, выбранной из группы, состоящей из последовательностей SEQ ID NO: 604-620 и 

653-677. 

В некоторых вариантах выделенная нуклеиновая кислота кодирует CAR, содержащий антигенсвя-

зывающий домен, трансмембранный домен, стимулирующий домен и костимулирующий домен. В неко-

торых вариантах антигенсвязывающий домен представляет собой антигенсвязывающий фрагмент анти-

тела (например, Fab или scFv). В некоторых вариантах антигенсвязывающий домен представляет собой 

цитоплазматический домен передачи сигнала, полученный из Т-клеточного рецептора и костимулирую-

щих молекул. 

В некоторых вариантах антигенсвязывающий домен связывает опухолевый антиген (например, 

опухолевый антиген, ассоциированный с солидной опухолью, лимфоидной опухолью, меланомой, кар-

циномой, саркомами, аденокарциномой, лимфомой, лейкозом, раком почки, молочной железы, легкого, 

мочевого пузыря, ободочной кишки, яичника, простаты, поджелудочной железы, желудка, головного 

мозга, головы и шеи, кожи, матки, семенников, глиомой, раком пищевода и печени). 

В некоторых вариантах изобретение относится к векторам, содержащим выделенную нуклеиновую 

кислоту, кодирующую последовательность мшРНК, выделенную нуклеиновую кислоту, кодирующую 

CAR, или выделенную нуклеиновую кислоту, кодирующую CAR и последовательность мшРНК. В неко-

торых аспектах вектор представляет собой плазмиду, лентивирусный вектор, ретровирусный вектор, 

аденовирусный вектор, вектор на основе аденоассоциированного вируса. мшРНК может быть оператив-

но связана с промотором РНК-полимеразы II или промотором РНК-полимеразы III. 

В других вариантах изобретение относится к композициям, содержащим иммунореактивные клетки 

согласно изобретению и фармацевтически приемлемый носитель. 
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В некоторых вариантах изобретение относится к иммунореактивным клеткам, трансфицированным 

первым вектором, кодирующим CAR, и вторым вектором, кодирующим последовательность мшРНК. В 

некоторых аспектах последовательность мшРНК снижает экспрессию гена, выбранного из группы, со-

стоящей из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Map3k3, Mdfic, Entpd1, 

Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, 

Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 или Ppp3cc. 

В другом аспекте мшРНК содержит 15 непрерывно следующих друг за другом нуклеотидов, комплемен-

тарных последовательности нуклеиновой кислоты, выбранной из группы, состоящей из последователь-

ностей SEQ ID NO: 604-620 и 653-677. В некоторых аспектах иммунореактивная клетка дополнительно 

содержит вектор, кодирующий специфичный для опухоли Т-клеточный рецептор. В некоторых аспектах 

иммунореактивная клетка выбрана из группы, состоящей из инфильтрующего опухоль лимфоцита (TIL), 

Т-клетки природного киллера (NKT), цитотоксического Т-лимфоцита (CTL) и Т-клетки CD4. 

В некоторых вариантах изобретение относится к способам лечения злокачественной опухоли у па-

циента, при этом способ включает введение пациенту аутологичной Т-клетки, модифицированной для 

экспрессии специфичного для опухоли Т-клеточного рецептора или CAR и мшРНК, при этом последова-

тельность мшРНК снижает экспрессию гена, выбранного из группы, состоящей из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arh-

gap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Map3k3, Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, 

Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, 

Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 или Ppp3cc. В некоторых аспектах последова-

тельность мшРНК содержит 15 непрерывно следующих друг за другом нуклеотидов, комплементарных 

последовательности нуклеиновой кислоты, выбранной из группы, состоящей из последовательностей 

SEQ ID NO: 604-620 и 653-677; и при этом CAR содержит антигенсвязывающий домен, трансмембран-

ный домен, стимулирующий домен и костимулирующий домен. В некоторых аспектах CAR содержит 

антигенсвязывающий домен, трансмембранный домен, стимулирующий домен и костимулирующий до-

мен. 

В некоторых вариантах изобретение относится к способам лечения злокачественной опухоли у па-

циента, при этом способ включает введение пациенту аутологичной Т-клетки, модифицированной для 

экспрессии специфичного для опухоли Т-клеточного рецептора или CAR и мшРНК согласно изобрете-

нию. В еще одном варианте изобретение относится к способам лечения злокачественной опухоли у паци-

ента путем сайленсинга генов, которые ингибируют функцию Т-клеток, включающим введение пациенту 

иммунореактивной клетки, содержащей вектор, при этом вектор кодирует специфичный для опухоли  

Т-клеточный рецептор или CAR и последовательность мшРНК согласно изобретению. 

В некоторых вариантах изобретение относится к способам идентификации гена, который ингибиру-

ет функцию иммунореактивной Т-клетки, при этом способ включает получение популяции иммунореак-

тивных Т-клеток, несущих векторы, экспрессирующие мшРНК, осуществление контакта популяции им-

мунореактивных Т-клеток с иммуносупрессирующей опухолью, определение того, восстанавливает ли 

мшРНК Т-клеточную функцию в иммуносупрессирующей опухоли, и идентификацию гена, ассоцииро-

ванного с мшРНК, который восстанавливает Т-клеточную функцию в опухоли, в качестве гена, который 

ингибирует функцию инфильтрующих опухоль Т-клеток. 

В некоторых вариантах изобретение относится к способам повышения иммунного ответа у пациен-

та, при этом способ включает введение терапевтического средства, которое модулирует активность гена, 

выбранного из группы, состоящей из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, 

Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, 

Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, 

Trpm7 и Ppp3cc. 

В некоторых случаях последовательность, кодирующая мшРНК, содержит первую последователь-

ность, содержащую 15-25 (15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25) нуклеотидов, комплементарных 

любой из последовательностей SEQ ID NO: 604-620 или SEQ ID NO: 653-677, и вторую последователь-

ность, которая является обратным комплементом первой последовательности с одним несовпадением 

или без несовпадений (т.е. точно комплементарную первой последовательности), и третью последова-

тельность из 5-9 нуклеотидов, расположенную между первой и второй последовательностями. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые в настоящем описании, 

имеют такое же значение, которое обычно подразумевает специалист в области, к которой относится 

изобретение. Способы и материалы для применения в настоящем изобретении, описаны в настоящей 

публикации; также могут быть использованы другие подходящие способы и материалы, известные в 

данной области. Материалы, способы и примеры являются только иллюстративными и не предназначены 

для ограничения. Все публикации, заявки на выдачу патентов, патенты, последовательности, объекты в 

базах данных и другие ссылки, упоминаемые в настоящем описании, включены в виде ссылки в полном 

объеме. В случае противоречия настоящее описание, включая определение, будет проверено. 

Другие признаки и преимущества изобретения будут понятны на основании следующего подробно-

го описания и фигур и формулы изобретения. 
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Описание чертежей 

Файл патента или заявки содержит по меньшей мере один чертеж, выполненный в цвете. Копии та-

кой публикации патента или заявки на выдачу патента с цветным чертежом(чертежами) будут предос-

тавлены Ведомством после установления и оплаты необходимой пошлины. 

Фиг. 1 представляет собой схематичную диаграмму, демонстрирующую пример способа выявления 

in vivo мшРНК, которые усиливают инфильтрацию и накопление Т-клеток в микроокружении опухоли. 

Фиг. 2 представляет собой набор графиков, показывающих типичные графические изображения 

данных проточной цитометрии Т-клеток CD8
+
 от трансгенных мышей Rag1-/-/OT-I TCR после инфекции 

вектором мшРНК. Эффективность трансдукции определяли на основе экспрессии репортера Thy1.1, ко-

дируемого лентивирусным вектором. Затем культивируемые с цитокинами Т-клетки, экспрессирующие 

контрольную мшРНК LacZ, красили с использованием панели маркеров активации (черные линии; кон-

троль изотипа, заштрихованы). Большинство инфицированных Т-клеток имели фенотип центральных 

клеток памяти (CD62L
+
CD44

+
). 

Фиг. 3 представляет собой набор графиков, показывающих типичные графические изображения 

данных проточной цитометрии Т-клеток OT-I, отсортированных из опухолей и вторичных лимфоидных 

органов для анализа с использованием глубокого секвенирования (dLN, дренирующий опухоль лимфа-

тический узел; irLN, нерелевантный лимфатический узел). Клетки CD8
+
Vα2

+
Vβ5

+
Thy1.1

+ 
отсортировы-

вали и экстрагировали геномную ДНК для ПЦР-амплификации кассеты мшРНК. 

Фиг. 4 представляет собой набор графиков, показывающих данные глубокого секвенирования, по-

лученные при скрининге пула мшРНК in vivo. Верхний ряд, риды последовательностей для всех генов в 

пуле в опухоли, нерелевантном (irLN) и дренирующем лимфатическом узле (dLN); нижний ряд, три от-

дельных гена (LacZ, отрицательный контроль) для опухоли, нерелевантных лимфатических узлов (irLN) 

и дренирующих опухоли лимфатических узлов (dLN) представлены на графике в сравнении с селезен-

кой. На графике представлены риды последовательностей для таких тканей по сравнению с селезенкой. 

Пунктирные линии показывают отклонение log2 от диагонали. 

Фиг. 5 представляет собой набор графиков, показывающих данные глубокого секвенирования, по-

лученные при скрининге дисфункции Т-клеток. Риды секвенирования мшРНК для генов, позитивных 

при втором скрининге, представлены на графике в сравнении с селезенкой для опухолей (красный), не-

релевантных лимфатических узлов (irLN, синий) и дренирующих опухоль лимфатических узлов (dLN, 

зеленый), при этом пунктирные линии показывают отклонение log2 от диагонали. Данные показывают 

обогащение конкретными мшРНК, представляющими такие гены в опухолях, по сравнению с селезенкой 

или лимфатическими узлами. 

Фиг. 6 является графиком, показывающим основанную на проточной цитометрии количественную 

оценку обогащения опухолей Т-клетками OT-I CD8
+
 по сравнению с селезенкой. Процентное содержание 

Т-клеток OT-I, экспрессирующих мшРНК, определяли, используя проточную цитометрию, в опухо-

лях/селезенке посредством пропускания по репортерным белкам в Т-клетках CD8
+
Vα2

+
Vβ5

+
. Статисти-

ческую значимость определяли для каждой экспериментальной мшРНК по сравнению с мшРНК LacZ 

(кратное обогащение опухоль/селезенка) (n=3; * р<0,05, ** р<0,01, Т-критерий Стьюдента). 

Фиг. 7 представляет собой набор графиков, показывающих типичные графические изображения 

данных проточной цитометрии об обогащении опухоли клетками, трансдуцированными векторами 

мшРНК (LacZ, Akap8I, Smad2, Rbks, Dgkz). Процентное содержание Т-клеток OT-I, экспрессирующих 

мшРНК, определяли с использованием проточной цитометрии в опухолях/селезенках посредством про-

пускания по репортерным белкам в Т-клетках CD8
+
Vα2

+
Vβ5

+
. 

Фиг. 8 представляет собой набор графиков, показывающих основанную на проточной цитометрии 

количественную оценку обогащения опухолей Т-клетками CD4
+
 и CD8

+
. Т-клетки, экспрессирующие 

мшРНК, идентифицировали в опухолях и селезенке, используя репортер Thy1.1 (% Т-клеток Thy1.1
+
 CD8 

или Т-клеток CD4
+
, верхняя и нижняя панели). Общее количество Т-клеток, экспрессирующих мшРНК 

LacZ или Ppp2r2d, определяли в опухолях и селезенках через 7 дней после переноса 2×10
6
 клеток, экс-

прессирующих мшРНК (правые панели). Показано кратное обогащение Т-клетками, экспрессирующими 

мшРНК Ppp2r2d, по сравнению с Т-клетками, экспрессирующими мшРНК LacZ, в опухолях. 

Фиг. 9 представляет собой график, описывающий отмену опосредованной мшРНК Ppp2r2d экспан-

сии Т-клеток в опухолях под действием кДНК Ppp2r2d с мутантным сайтом связывания мшРНК, но с 

сохраненной последовательностью белка. Идентифицировали три популяции клеток на основании ко-

экспрессированных репортеров; кратное обогащение вычисляли на основании процентного содержания 

позитивных по репортеру клеток в опухолях по сравнению с селезенками. 

Фиг. 10a описывает создание мутантной кДНК Ppp2r2d с сохраненной последовательностью белка, 

но нарушенным сайтом связывания мшРНК. Клетки EL4 трансдуцировали мутантной кДНК Ppp2r2d или 

кДНК Ppp2r2d дикого типа в векторе, также содержащем GFP. GFP-позитивные клетки сортировали для 

гомогенности и трансдуцировали векторами мшРНК LacZ или Ppp2r2d, экспрессирующими репортер 

Thy1.1. мшРНК-трансдуцированные (Thy1.1
+
) клетки анализировали, используя проточную цитометрию, 

в отношении экспрессии GFP. Ppp2r2d-мшРНК снижала уровни GFP в случае экспрессии Ppp2r2d дикого 



035475 

- 5 - 

типа, но не в случае мутантного Ppp2r2d. 

Фиг. 10b демонстрирует, что экспрессия мутантной кДНК Ppp2r2d предотвращает возникновение 

фенотипа, индуцируемого мшРНК Ppp2r2d. Т-клетки OT-I трансдуцировали вектором, кодирующим 

мшРНК LacZ, мшРНК Ppp2r2d или мшРНК Ppp2r2d, плюс мутантную кДНК Ppp2r2d. разные популяции 

клеток нормализовали в отношении эффективности трансдукции и инъецировали совместно мышам, не-

сущим опухоли B16-Ova. Процентное содержание каждой популяции Т-клеток в опухолях и селезенках 

количественно оценивали, пропуская Т-клетки CD8
+
Vα2

+
Vβ5

+
; трансдуцированные клетки выявляли на 

основе экспрессии флуоресцирующих репортеров Thy1.1 или аметрин/GFP (типичные данных, получен-

ные в 2 независимых экспериментах, n=3 мыши на эксперимент). 

Фиг. 10с является графиком, демонстрирующим анализ на основе ПЦР в реальном времени в отно-

шении экспрессии Ppp2r2d в Т-клетках OT-I, трансдуцированных мшРНК LacZ, мшРНК Ppp2r2d и 

мшРНК Ppp2r2d плюс мутантной кДНК Ppp2r2d. Данные представляют биологические повторы (n=3), 

каждое значение представляет собой среднее +/- s.d. 

Фиг. 11 представляет собой график, демонстрирующий анализ кПЦР в реальном времени уровней 

мРНК Ppp2r2d в Т-клетках OT-I, трансдуцированным мшРНК LacZ мшРНК или одной из трех мшРНК 

Ppp2r2d, идентифицированных при скрининге. 

На фиг. 12a представлена таблица, демонстрирующая обогащение конкретными мшРНК опухоли по 

сравнению с селезенкой, которое вычисляли на основании результатов глубокого секвенирования после 

второго скрининга. 

Фиг. 12b демонстрирует кластеризацию средних уровней экспрессии мРНК, которые, как было об-

наружено, значимо регулируются Т-клетками в опухолях, экспрессирующих контрольную мшРНК LacZ 

или одну из пяти экспериментальных мшРНК. Определяли значимые различия в экспрессии, соответст-

вующие р-значению в Anova <0,01, между Т-клетками, экспрессирующими контрольную мшРНК LacZ 

или одну из пяти экспериментальных мшРНК (Alk, Arhgap5, Egr2, Ptpn2 или Ppp2r2d) (JMP-Genomics 6.0, 

SAS Institute Inc.). мРНК, подвергаемые значимой регуляции в одной или нескольких группах обработки, 

показаны после кластеризации (Fast Ward). 

Фиг. 12с представляет собой диаграмму Венна, показывающую перекрывания между профилями 

экспрессии инфильтрующими опухоль Т-клетками, трансдуцированными одной из пяти эксперимен-

тальных мшРНК (профили определяли, учитывая Anova p<0,01, как описано выше). Указаны идентифи-

кационные перекрывающихся зондов для любого сочетания 5 профилей, которые представлены пере-

крывающимися овалами. Значимость перекрываний по сравнению с ожидаемыми при случайном собы-

тии (точный критерий Фишера) показана в сопровождающей таблице. 

Фиг. 13a представляет собой набор графиков, показывающих типичные графические изображения 

данных проточной цитометрии, демонстрирующие частоту трансдуцированных мшРНК Ppp2r2d или 

LacZ Т-клеток CD8 в опухолях в 1 день. 

На фиг. 13b показаны два графика, демонстрирующих степень пролиферации (на основании разве-

дения CFSE) трансдуцированных мшРНК Ppp2r2d Т-клеток CD8 по сравнению с трансдуцированными 

мшРНК LacZ Т-клетками в опухолях в 1, 3, 5 и 7 дни. 

Фиг. 13с представляет собой набор графиков, демонстрирующих, что Ppp2r2d-сайленсинг ингиби-

рует апоптоз Т-клеток при встрече с опухолевыми клетками. CFSE-меченые Т-клетки OT-I культивиро-

вали совместно с опухолевыми клетками B16-Ova в течение 72 ч. Клетки красили, используя CD8 и ан-

нексин V. 

Фиг. 13d представляет собой набор графиков, демонстрирующих внутриклеточное окрашивание в 

отношении противоапоптозных белков. Т-клетки OT-I, экспрессирующие мшРНК LacZ или Ppp2r2d, 

культивировали совместно с опухолевыми клетками B16-Ova в течение 48 ч и затем красили антителом 

контрольного изотипа (серый) и фосфо-AKT- (Ser473), фосфо-Bad- (Serll2) или Bcl-2-антителами. 

Фиг. 13е представляет собой график, демонстрирующий повышенную секрецию IFN-γ Т-клетками с 

сайленсингом Ppp2r2d. T-клетки OT-I, выделенные из организма мышей, несущих опухоли В16-Ova, 

анализировали в отношении экспрессии IFN-γ, используя внутриклеточное окрашивание. 

Фиг. 13f представляет собой набор графиков, демонстрирующих, что Т-клетки с сайленсингом 

Ppp2r2d распространяются в опухолях даже без презентации опухолевых антигенов профессиональными 

антигенпрезентирующими клетками. Т-клетки OT-I, экспрессирующие мшРНК LacZ или Ppp2r2d, пере-

носили мышам C57BL/6 или b2m-/-, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova. мшРНК-экспрессирующие 

Т-клетки идентифицировали на основе экспрессии бирюзового флуоресцирующего белка (TFP) или 

Thy1.1 (кратное обогащение в опухолях по сравнению с селезенками). 

Фиг. 13g представляет собой график, демонстрирующий, что сайленсинг Ppp2r2d ингибирует апоп-

тоз Т-клеток после встречи с опухолевыми клетками. CFSE-меченые Т-клетки OT-I культивировали со-

вместно с опухолевыми клетками B16-Ova в течение 72 ч (активированная каспаза-3). 

Фиг. 14 представляет собой набор графиков, демонстрирующих Т-клетки OT-I, экспрессирующие 

мшРНК LacZ или Ppp2r2d, меченые CFSE и стимулированные CD3-антителом в течение 72 ч. Затем 

клетки красили, используя CD8 и аннексин V, и анализировали проточной цитометрией. 
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Фиг. 15 представляет собой набор графиков, демонстрирующих накопление Т-клеток, экспресси-

рующих мшРНК Ppp2r2d, в опухолях и в дренирующих опухоли лимфатических узлах, но не в других 

вторичных лимфоидных органах. Т-клетки OT-I, экспрессирующие мшРНК Ppp2r2d или LacZ, метили 

CFSE и инъецировали мышам, несущим опухоли B16-Ova. Т-клетки выделяли из указанных органов в 1, 

3, 5 и 7 дни, чтобы исследовать степень накопления Т-клеток на основе разбавления красителя CSFE. 

Фиг. 16a-16c представляют собой набор графиков, демонстрирующих, что сайленсинг Ppp2r2d уси-

ливает противоопухолевую активность Т-клеток CD4 и CD8. Т-клетки активировали анти-CD3/CD28-

шариками, инфицировали лентивирусами, осуществляющими экспрессию мшРНК LacZ или Ppp2r2d, и 

инъецировали мышам, несущим опухоли B16-Ova (a, b) или В16 (с). Размер опухолей измеряли каждый 

три дня после переноса Т-клеток с использованием штангенциркулей по двум наиболее длинным осям.  

(a, b) Т-клетки TRP-1 CD4
+
 и/или OT-I CD8

+
 (2×10

6
) переносили (12 и 17 дни) мышам, несущим  

12-дневные опухоли B16-Ova. Оценивали опухолевую нагрузку (a) и выживаемость (b). (c) Т-клетки 

TRP-1 CD4
+
 и pmel-1 CD8

+
 (3×10

6
 TRP-1 CD4

+
 плюс 3×10

6
 pmel-1 CD8

+
) переносили (10 и 15 дни) мышам 

с 10-дневными опухолями В16. Логарифмический ранговый критерий (Мантеля-Кокса) применяли, ис-

пользуя GraphPad Prism, версию 6, сравнивая выживаемость мышей, обработанных Т-клетками, экспрес-

сирующими мшРНК LacZ, по сравнению с Т-клетками, экспрессирующими мшРНК Ppp2r2d. 

Фиг. 17 представляет собой набор графиков, демонстрирующих FACS-анализ обогащения Т-клеток 

в опухолях по сравнению с селезенкой в отношении клеток, экспрессирующих панель мшРНК Ppp2r2d 

или Cblb (верхние панели). Уровни мРНК Ppp2r2d и Cblb измеряли в кПЦР перед переносом Т-клеток 

(нижние панели). Данные представляют биологические повторы (n=3), каждое значение представляет 

собой среднее ± s.d. 

Фиг. 18 представляет собой набор графиков, демонстрирующих количественную оценку белка 

Ppp2r2d посредством масс-спектрометрии с использованием меченых синтетических пептидов (AQUA, 

отношение эндогенных пептидов к пептидам AQUA). Типичные данные из двух независимых экспери-

ментов (a-d); Двусторонний t-критерий Стьюдента, * Р<0,05, ** Р<0,01; mean ± s.d. 

Фиг. 19 является графиком, демонстрирующим кПЦР-анализ мРНК Ppp2r2d в инфильтрующих 

опухоль Т-клетках OT-I (7 день). 

На фиг. 20а представлены графики, показывающие типичные графические изображения данных 

проточной цитометрии, демонстрирующие пролиферацию Т-клеток, экспрессирующих мшРНК Ppp2r2d, 

в опухолях и дренирующих опухоли лимфатических узлах. Т-клетки OTI, экспрессирующие мшРНК 

Ppp2r2d или LacZ, метили CFSE и инъецировали мышам, несущим опухоли B16-Ova. Т-клетки выделяли 

из указанных органов в 1, 3, 5 и 7 дни, чтобы исследовать степень пролиферации Т-клеток на основе раз-

бавления CFSE. Количественно оценивали клетки, которые не имели разбавленного CFSE (не делящиеся 

клетки) (справа). 

Фиг. 20b представляет собой графики, показывающие типичные графические изображения данных 

проточной цитометрии, демонстрирующие выживаемость инфильтрующих опухоли Т-клеток. Т-клетки 

OT-I, экспрессирующие мшРНК Pp2r2d или LacZ, инъецировали мышам, несущим опухоли B16-Ova.  

Т-клетки выделяли на 7 день и оценивали апоптоз посредством внутриклеточного окрашивания с ис-

пользованием антитела, специфичного для активированной каспазы-3 (гибель некоторых Т-клеток могла 

быть вызвана процедурой выделения из опухолей). 

Фиг. 20c представляет собой графики, показывающие типичные графические изображения данных 

проточной цитометрии, демонстрирующие внутриклеточное окрашивание цитокина IFNγ в случае  

Т-клеток, экспрессирующих мшРНК LacZ и Ppp2r2d, собранных из опухолей B16-Ova; Т-клетки метили 

CFSE перед инъекцией. Данные для всех экспериментов являются типичными для двух независимых 

испытаний. Статистический анализ выполняли для биологических повторов (n=3); * Р<0,05, ** Р<0,01, 

двусторонний t-критерий Стьюдента. Каждое значение представляет собой среднее ± s.d. 

Фиг. 21а-21с представляют собой серию графиков, демонстрирующих анализ ex vivo продукции 

цитокинов инфильтрующими опухоль Т-клетками OT-I на уровне одной клетки с использованием уст-

ройства с нанолунками (84672 лунок с пиколитровым объемом). a) Типичные отдельные клетки в нано-

лунках и соответствующие картины секреции цитокинов. b) Процентное содержание Т-клеток, секрети-

рующих указанные цитокины. c) Скорости секреции цитокинов, вычисленные на основании стандартных 

кривых (среднее ± s.d., критерий Манна-Уитни, * Р<0,05). 

Фиг. 22а представляет собой набор графиков, показывающих типичные графические изображения 

данных проточной цитометрии, демонстрирующие, что большинство адоптивно перенесенных клеток 

OT-I имели фенотип клеток памяти в лимфатических узлах, но имели эффекторный фенотип в опухолях. 

Предварительно обработанные цитокинами клетки, экспрессирующие мшРНК Ppp2r2d или LacZ, инъе-

цировали мышам, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova. На 7 день после переноса Т-клетки собирали 

из указанных органов и красили CD62L- и CD44-антителами. FACS-анализ клеток OT-I, экспрессирую-

щих мшРНК, осуществляли, пропуская дважды позитивные по CD8/Thy1.1 клетки. 

Фиг. 22b представляет собой набор графиков, показывающих типичные графические изображения 

данных проточной цитометрии, демонстрирующие анализ маркеров истощения. Клетки OT-I собирали из 
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дренирующих лимфатических узлов и опухолей мышей и красили антителами, специфичными для TIM-

3, LAG-3, PD-1 и CD25. Для всех экспериментов (n=3 биологическим повторам; * Р<0,05, ** Р<0,01, дву-

сторонний t-критерий Стьюдента); каждое значение представляет собой среднее ± s.d. 

Фиг. 23а представляет собой набор графиков, демонстрирующих внутриклеточное окрашивание в 

отношении гранзима В в Т-клетках OT-I в дренирующих опухоли лимфатических узлах и опухолях. 

На фиг. 23b представлены парные изображения и график, демонстрирующие инфильтрацию опухо-

лей мшРНК-экспрессирующими Т-клетками. Т-клетки OT-I трансдуцировали векторами мшРНК LacZ 

или Ppp2r2d, кодирующими репортер GFP, и инъецировали мышам, несущим опухоли B16-Ova. Через 7 

дней опухоли вырезали и замороженные срезы красили анти-GFP и DAPI, чтобы подсчитать мшРНК-

экспрессирующие Т-клетки OT-I в опухолях. 

На фиг. 23c представлены парные изображения и график, демонстрирующие иммуногистохимию 

TUNEL, проведенную на срезах тканей, и осуществляли количественную оценку апоптозных клеток. 

Фиг. 23d представляет собой набор графиков, демонстрирующих экспрессию МНС класса I опухо-

левыми клетками. Опухоли расщепляли коллагеназой и красили CD45.2- и H-2Kb-антителами. FACS-

анализ в отношении экспрессии H-2Kb осуществляли, пропуская CD45.2-негативные клетки меланомы. 

Данные представляют биологические повторы (n=3), каждое значение представляет собой среднее ± s.d. 

Подробное описание 

Настоящее изобретение основано, отчасти, на наблюдении того, что регуляторные механизмы, ко-

торые приводят к утрате Т-клеточной функции в иммуносупрессирующих опухолях, можно системати-

чески выявлять in vivo, используя способ скрининга объединенных в пулы малых шпилечных РНК 

(мшРНК), направленный на идентификацию генов, которые блокируют функцию инфильтрующих опу-

холь Т-клеток. Как описано в разделе "Уровень техники" выше, ассоциированные с опухолью иммуносу-

прессирующие механизмы активно блокируют активность Т-клеток в микроокружении опухолей. Спо-

собы, описанные в настоящей публикации, позволяют идентифицировать мшРНК, которые обеспечива-

ют возможность устойчивой инфильтрации и накопления Т-клеток в опухолях, несмотря на множествен-

ные ингибирующие сигналы. Как описано ниже, способы позволяют идентифицировать мшРНК, кото-

рые вызывают сайленсинг экспрессии генов, ответственных за иммуносупрессию опухолями, обеспечи-

вая возможность усиленной инфильтрации и накопления Т-клеток в опухолях и резистентность к  

апоптозу. 

В некоторых случаях изобретение относится к способам специфичной идентификации регулятор-

ных механизмов, которые приводят к утрате Т-клеточной функции в микроокружении опухоли. Такие 

способы могут включать в себя: получение популяции Т-клеток, несущих векторы, экспрессирующие 

мшРНК; осуществление контакта популяции Т-клеток с иммуносупрессирующей опухолью; определение 

того, восстанавливает ли мшРНК функцию Т-клеток (например, восстанавливает способность Т-клетки к 

инфильтрации и пролиферации в микроокружении опухоли) в иммуносупрессирующей опухоли; иден-

тификацию гена, ассоциированного с мшРНК, которая восстанавливает функцию Т-клеток в опухоли, в 

качестве гена, который ингибирует функцию Т-клеток в микроокружении опухоли. 

Изобретение относится к генам-мишеням для снижения иммуносупрессирующего действия опухо-

лей. Экспрессия генов-мишеней может быть снижена в иммунных клетках, например, Т-клетках, кото-

рые узнают ассоциированные с опухолью антигены, и снижение экспрессии генов-мишеней может по-

вышать способность клеток уклоняться от ассоциированных с опухолью иммуносупрессирующих меха-

низмов. 

Изобретение относится к мшРНК, которые снижают (например, вызывают сайленсинг, элиминиру-

ют, осуществляют нокдаун, нокаут или снижают) экспрессию генов, которые нарушают функцию ин-

фильтрующих опухоль Т-клеток. Такие мшРНК были идентифицированы в результате переноса транс-

дуцированных мшРНК Т-клеток в опухоли с последующим глубоким секвенированием, чтобы количест-

венно оценить представительство всех мшРНК в опухоли и лимфоидных опухолях. Репрезентивные 

мшРНК, предлагаемые в настоящем изобретении, включают мшРНК, которые снижают активность ге-

нов, включая, например, Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Mdfic, 

Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, 

Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 и 

Ppp3cc. 

В некоторых случаях изобретение относится к терапевтическим композициям (например, содержа-

щим выделенные молекулы нуклеиновых кислот, векторы, экспрессирующие молекулы нуклеиновых 

кислот, кодирующие мшРНК), связанным с мшРНК, которые вызывают сайленсинг экспрессии генов, 

которые блокируют функцию инфильтрующих опухоль Т-клеток. В других аспектах изобретение отно-

сится к модифицированным иммунореактивным клеткам (например, Т-клеткам, включая Т-клетки при-

родные киллеры (NKT), цитотоксические Т-лимфоциты (CTL) и регуляторные Т-клетки), которые несут 

векторы, способные экспрессировать мшРНК, описанные в настоящей публикации. В другом аспекте 

модифицированные иммунореактивные клетки дополнительно несут вектор, способный экспрессировать 

CAR, имеющий антигенсвязывающий домен, мишенью которого является специфичный для опухоли 
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антиген. 

Интерференция РНК. 

Одним из наиболее важных недавних открытий в биомедицинских исследованиях является путь ин-

терференции РНК (РНК-и), который используется клетками для регуляции активности многих генов. 

Принципы РНК-и открыли множество новых возможностей для идентификации терапевтических мише-

ней. Интерференция РНК (РНК-и) является эффективным средством для высокопроизводительного ана-

лиза генной функции в масштабе всего генома. Термин "интерференция РНК" (РНК-и), также называе-

мая просттранскрипционным сайленсингом генов (PTGS), относится к биологическому процессу, в кото-

ром молекулы РНК ингибируют экспрессию генов. "Агент интерференции РНК" в используемом в на-

стоящем описании смысле определяют как агент, который мешает или ингибирует экспрессию гена-

мишени, например, гена-мишени согласно изобретению, посредством интерференции РНК (РНК-и). Та-

кие агенты интерференции РНК включают, но без ограничения, молекулы нуклеиновых кислоты, вклю-

чая молекулы РНК, которые являются гомологичными гену-мишени, например гену-мишени согласно 

изобретению или его фрагменту, малые интерферирующие РНК (миРНК), малые шпилечные (мшРНК) и 

малые молекулы, которые мешают или ингибируют экспрессию гена-мишени посредством интерферен-

ции РНК (РНК-и). 

"Интерференция РНК (РНК-и)" представляет собой процесс, при котором экспрессия или введение 

РНК с последовательностью, которая идентична или очень сходна с геном-мишенью, приводит к специ-

фичному для последовательности распаду или PTGS матричной РНК (мРНК), транскрибируемой с яв-

ляющегося мишенью гена, и, таким образом, к ингибированию экспрессии гена-мишени. Указанный про-

цесс был описан в клетках растений, беспозвоночных и млекопитающих. РНК-и также может быть ини-

циирована введением молекул нуклеиновых кислот, например синтетических миРНК или агентов интер-

ференции РНК, для ингибирования или сайленсинга экспрессии генов-мишеней. В используемом в на-

стоящем описании смысле термин "ингибирование экспрессии гена-мишени" или "ингибирование экс-

прессии маркерного гена" включает любое снижение экспрессии или активности белка или уровня гена-

мишени (например, маркерного гена согласно изобретению) или белка, кодируемого геном-мишенью, 

например маркерного белка согласно изобретению. Снижение может составлять по меньшей мере 30, 40, 

50, 60, 70, 80, 90, 95 или 99% или больше по сравнению с экспрессией гена-мишени или активностью или 

уровнем белка, кодируемого геном-мишенью, который не был подвергнут целенаправленному воздейст-

вию агента интерференции РНК. 

"Короткие интерферирующие РНК", также называемые в настоящем описании "малые интерфери-

рующие РНК" (миРНК) определяют как агент, который функционирует, ингибируя экспрессию гена-

мишени. Такие РНК представляют собой эффекторные молекулы для индукции РНК-и, приводящие к 

посттранскрипционному сайленсингу гена с помощью РНК-индуцируемого комплекса сайленсинга 

(RISC). Кроме миРНК, которые могут быть химически синтезированы, доступны различные другие сис-

темы в форме потенциальных эффекторных молекул для посттранскрипционного сайленсинга генов, 

включая малые шпилечные РНК (мшРНК), длинные днРНК, короткие временные РНК и микро-РНК 

(микроРНК). Такие эффекторные молекулы либо процессируются в миРНК, например, как в случае 

мшРНК, либо непосредственно способствуют сайленсингу гена, как в случае микроРНК. Таким образом, 

настоящее изобретение охватывает применение мшРНК, а также любой другой подходящей формы РНК, 

чтобы повлиять на посттранскрипционный сайленсинг генов под действием РНК-и. Применение мшРНК 

имеет преимущество по сравнению с применением химически синтезированной миРНК, поскольку су-

прессия гена-мишени обычно является долговременной и стабильной. миРНК может быть химически 

синтезирована, может быть получена in vitro в результате транскрипции или может быть получена в 

клетке-хозяине из экспрессированной мшРНК. 

В одном варианте миРНК представляет собой малую имеющую структуру шпильки (также назы-

ваемую структурой "ствол-петля") РНК (мшРНК). Такие мшРНК состоят из короткой (например, 19-25 

нуклеотидов) антисмысловой нити, за которой следует состоящая из 5-9 нуклеотидов петля и компле-

ментарная смысловая нить. Альтернативно, смысловая нить может предшествовать структуре нуклео-

тидной петли, и антисмысловая нить может следовать далее. Такие мшРНК могут находиться в плазми-

дах, ретровирусах и лентивирусах. 

В используемом в настоящем описании смысле "сайленсинг генов", индуцированный интерферен-

цией РНК, относится к снижению уровня мРНК в клетке гена-мишени по меньшей мере примерно на 5%, 

примерно на 10%, примерно на 20%, примерно на 30%, примерно на 40%, примерно на 50%, примерно 

на 60%, примерно на 70%, примерно на 80%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 99%, 

примерно на 100% от уровня мРНК, выявляемого в клетке без введения интерференции РНК. В одном 

предпочтительном варианте уровни мРНК снижаются по меньшей мере примерно на 70%, примерно на 

80%, примерно на 90%, примерно на 95%, примерно на 99%, примерно на 100%. 

Термин "пониженный" или "снижение" в используемом в настоящем описании смысле обычно оз-

начает снижение по меньшей мере на 10% по сравнению с эталонным уровнем, например снижение по 

меньшей мере примерно на 20%, или по меньшей мере примерно на 30%, или по меньшей мере пример-

но на 40%, или по меньшей мере примерно на 50%, или по меньшей мере примерно на 60%, или по 
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меньшей мере примерно на 70%, или по меньшей мере примерно на 80%, или по меньшей мере пример-

но на 90%, или вплоть до и включая снижение на 100%, или любое снижение в виде целого числа от 10 

до 100% по сравнению с эталонным уровнем. 

Термин "повышенный" или "повышение" в используемом в настоящем описании смысле обычно 

означает повышение по меньшей мере на 10% по сравнению с эталонным уровнем, например, повыше-

ние по меньшей мере примерно на 20%, или по меньшей мере примерно на 30%, или по меньшей мере 

примерно на 40%, или по меньшей мере примерно на 50%, или по меньшей мере примерно на 60%, или 

по меньшей мере примерно на 70%, или по меньшей мере примерно на 80%, или по меньшей мере при-

мерно на 90%, или вплоть до и включая повышение на 100% или любое повышение в виде целого числа 

от 10 до 100% по сравнению с эталонным уровнем, или примерно 2-кратное или примерно 3-кратное, 

или примерно 4-кратное, или примерно 5-кратное или примерно 10-кратное повышение или любое по-

вышение от 2-кратного до 10-кратного или больше по сравнению с эталонным уровнем. 

Иммунореактивные клетки. 

В некоторых вариантах изобретение относится к иммунореактивным клеткам, включая Т-клетки, 

цитотоксические Т-клетки, инфильтрующие опухоль лимфоциты (TIL), регуляторные (CD4) Т-клетки и 

клетки природные киллеры (NKT), экспрессирующие по меньшей мере один антиген-распознающий ре-

цептор. В любом аспекте иммунореактивные клетки экспрессируют по меньшей мере один специфичный 

для опухоли антиген-распознающий рецептор. В некоторых аспектах используют специфичные для ан-

тигена опухолевой клетки Т-клетки, NKT-клетки, TIL, CTL-клетки или другие иммунореактивные клет-

ки. Не ограничивающие примеры иммунореактивных клеток включают Т-клетки, такие как, например,  

Т-клетки αβ-TCR+ (например, Т-клетки CD8
+
 или Т-клетки CD4

+
), Т-клетки γδ-TCR+, инфильтрующие 

опухоль лимфоциты (TIL), Т-клетки природные киллеры (NKT), цитотоксические Т-лимфоциты (CTL) и 

Т-клетки CD4. 

Композиции нуклеиновых кислот. 

В некоторых вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, содержащие последовательность длиной по меньшей мере 12, 15, 20 или 25 

непрерывно следующих друг за другом нуклеотидов, комплементарных последовательности нуклеино-

вой кислоты, выбранной из группы, состоящей из последовательностей SEQ ID NO: 604-620 и 653-677. 

мшРНК также содержат обратный комплемент последовательности непрерывно следующих друг за дру-

гом нуклеотидов и короткую последовательность, расположенную между двумя последовательностями, 

так что две последовательности образуют структуру мшРНК "ствол-петля", которая может быть процес-

сирована в клетке с образованием миРНК, которая ингибирует экспрессию белка, кодируемого одной из 

последовательностей SEQ ID NO: 604-620 и 653-677, и их композиции. 

В табл. 1 представлен список генов, которые идентифицированы в настоящем изобретении как во-

влеченные в иммуносупрессию Т-клеток опухолью. 

Таблица 1 
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В некоторых аспектах нуклеиновые кислоты в композициях кодируют последовательности мшРНК, 

мишенями которых являются последовательности, представленные в табл. 2. Табл. 2, кроме того, демон-

стрирует обогащение в опухоли по сравнению с селезенкой выбранными мшРНК на основании анализа с 

использованием глубокого секвенирования ("кратность обогащения"). 
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мшРНК, в случае которых показано по меньшей мере ≥3-кратное обогащение мшРНК в опухоли по 

сравнению с селезенкой, показывают более активную область последовательности-мишени. 

В некоторых аспектах нуклеиновые кислоты в композициях кодируют последовательности мшРНК, 

мишенью которых являются последовательности Ppp2r2d и Cblb человека, представленные в табл. 2а. 

Таблица 2а 
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В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Ppp2r2d, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 2 5 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 372, 373, 374, 375, 376, 377, 378, 378, 379, 

380, 381, 382, 383, 384, 385 или 386. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Pp2r2d человека, ко-

торая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 372, 373, 374, 375, 376, 

377, 378, 378, 379, 380, 381, 382, 383, 384, 385 или 386. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Eif2ak3, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 133, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 

142, 143, 144, 145, 146 или 147. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Eif2ak3 человека, ко-

торая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 133, 134, 135, 136, 137, 

138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146 или 147. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Arhgap5, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 2 5 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 или 

42. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Arhgap5 человека, 

которая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 32, 33, 34, 35, 36, 37, 

38, 39, 40, 41 или 42. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Smad2, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 476, 477, 478, 479, 480, 481, 482, 483, 484, 



035475 

- 110 - 

485, 486, 487, 488, 489 или 490. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Smad2 человека, ко-

торая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 476, 477, 478, 479, 480, 

481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489 или 490. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Akap81, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно  

следующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 

или 15. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Akap81 человека, ко-

торая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13, 14 или 15. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Rbks, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 2 5 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 

440, 441, 442, 443, 444 или 445. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Rbks человека, кото-

рая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 431, 432, 433, 434, 435, 

436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443, 444 или 445. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Egr2, идентичной по мень-

шей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно следующим 

друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127, 

128, 129, 130, 131 или 132. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Egr2 человека, кото-

рая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 118, 119, 120, 121, 122, 

123, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131 или 132. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Dgka, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 

100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116 или 117. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Dgka человека, кото-

рая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 

95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 111, 112, 113, 114, 115, 116 или 117. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Cblb, идентичной по мень-

шей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно следующим 

друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71 

или 72. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Cblb человека, кото-

рая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 

65, 66, 67, 68, 69, 70, 71 или 72. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Mdfic, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 285, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 

294, 295, 296, 297, 298 или 299. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Mdfic человека, кото-

рая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 285, 286, 287, 288, 289, 

290, 291, 292, 293, 294, 295, 296, 297, 298 или 299. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Entpd1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-
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дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 148, 149, 150, 151, 152, 153, 154, 155, 156, 

157, 158, 159, 160, 161 или 162. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Entpd1 человека, ко-

торая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 148, 149, 150, 151, 152, 

153, 154, 155, 156, 157, 158, 159, 160, 161 или 162. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Vamp7, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 574, 575, 576, 577, 578, 579, 580, 581, 582, 

583, 584, 585, 586 или 587. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Vamp7 человека, ко-

торая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 574, 575, 576, 577, 578, 

579, 580, 581, 582, 583, 584, 585, 586 или 587. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Hipk1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 208, 209, 210, 211, 212, 213, 214, 215, 216, 

217, 218, 219, 220, 221 или 222. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Hipk1 человека, кото-

рая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 208, 209, 210, 211, 212, 

213, 214, 215, 216, 217, 218, 219, 220, 221 или 222. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Nuak2, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 315, 316, 317, 318, 319, 320, 321, 322, 323, 

324, 325, 326, 327, 328 или 329. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Nuak2 человека, кото-

рая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 315, 316, 317, 318, 319, 

320, 321, 322, 323, 324, 325, 326, 327, 328 или 329. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Alk, идентичной по мень-

шей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно следующим 

друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 

30 или 31. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Alk человека, которая 

соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 

24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 или 31. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарных последовательности-мишени Pdzklip1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 330, 331, 332, 333, 334, 335, 336, 337, 338, 

339, 340 или 341. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную последовательности Pdzklip1 человека, 

которая соответствует последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 330, 331, 332, 333, 

334, 335, 336, 337, 338, 339, 340 или 341. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Blvrb, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 52, 53, 54, 55, 56 или 57. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Blvrb человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 52, 53, 54, 55, 56 или 57. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Cdkn2a, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 83, 84, 85, 86 или 87. 
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В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Cdkn2a человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 83, 84, 85, 86 или 87. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени F11r, идентичной по мень-

шей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно следующим 

друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 175, 176 или 177. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную F11r человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 175, 176 или 177. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Fyn, идентичной по мень-

шей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно следующим 

друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 187, 191 или 192. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Fyn человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 187, 191 или 192. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Grk6, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 204, 205, 206 или 207. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Grk6 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 204, 205, 206 или 207. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Inpp5b, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 232, 234, 235, 236 или 237. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Inpp5b человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 232, 234, 235, 236 или 237. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Impk, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 248, 249, 250, 251 или 252. 

В других вариантах, изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Impk человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 248, 249, 250, 251 или 252. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Jun, идентичной по мень-

шей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно следующим 

друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 263, 264, 265, 266, 267, 268 или 269. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Jun человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 263, 264, 265, 266, 267, 268 или 269. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Mast2, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 281, 282, 283 или 284. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Mast2 человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 281, 282, 283 или 284. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Nptxr, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 311, 312, 313 или 314. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Nptxr человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 311, 312, 313 или 314. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Pkd1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-
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дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 351, 352, 353, 354, 355 или 356. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Pkd1 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 351, 352, 353, 354, 355 или 356. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Ppm1g, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 367, 368, 369, 370 или 371. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Ppm1g человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 367, 368, 369, 370 или 371. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Ppp3cc, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 399, 400 или 401. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Ppp3cc человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 399, 400 или 401. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Prkab2, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 414, 415 или 416. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Prkab2 человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 414, 415 или 416. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Ptpn2, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 426, 427, 428, 429 или 430. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Ptpn2 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 426, 427, 428, 429 или 430. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Rock1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 457, 458, 459 или 460. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Rock1 человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 457, 458, 459 или 460. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Sbf1, идентичной по мень-

шей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно следующим 

друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 470, 471, 472, 473, 474 или 475. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Sbf1 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 470, 471, 472, 473, 474 или 475. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Socs1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 504, 505, 506, 507, 508, 509 или 510. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Socs1 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 504, 505, 506, 507, 508, 509 или 510. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Socs3, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 524, 525, 526, 527 или 528. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Socs3 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 524, 525, 526, 527 или 528. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Stk17b, идентичной по 
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меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 539, 540, 541, 542 или 543. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Stk17b человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 539, 540, 541, 542 или 543. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Tnk1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 556, 557 или 558. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Tnk1 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 556, 557 или 558. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Trpm7, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 569, 570, 571, 572 или 573. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Trpm7 человека, которая соответствует 

последовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 569, 570, 571, 572 или 573. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

последовательности мшРНК, комплементарные последовательности-мишени Yes1, идентичной по 

меньшей мере 12, по меньшей мере 15, по меньшей мере 20 или по меньшей мере 25 непрерывно сле-

дующим друг за другом нуклеотидам, указанным в SEQ ID NO: 600, 601, 602 или 603. 

В других вариантах изобретение относится к выделенным нуклеиновым кислотам, кодирующим 

мшРНК, содержащую последовательность, комплементарную Yes1 человека, которая соответствует по-

следовательности-мишени мыши, указанной в SEQ ID NO: 600, 601, 602 или 603. 

В любом варианте последовательность человека, которая соответствует последовательности-

мишени мыши, представляет собой последовательность, которая полностью соответствует последова-

тельности гена человека и, например, может не иметь ни одного, иметь 1, 2, 3 или 4 несовпадения нук-

леотидов по меньшей мере с 12 по меньшей мере с 15 по меньшей мере с 20 или по меньшей мере с 25 

непрерывно следующими друг за другом нуклеотидами выбранной последовательности-мишени мыши. 

Выделенная нуклеиновая кислота может представлять собой, например, молекулу ДНК при усло-

вии, что одна из последовательностей нуклеиновой кислоты, которая, как обнаружено, в норме непо-

средственно фланкирует такую молекулу ДНК во встречающемся в природе геноме, удалена или отсут-

ствует. Таким образом, выделенная нуклеиновая кислота включает, без ограничения, молекулу ДНК, 

которая существует в виде отдельной молекулы (например, химически синтезированную нуклеиновую 

кислоту, кДНК или фрагмент геномной ДНКУ, полученные в результате ПЦР или обработки эндонук-

леазами рестрикции) независимо от других последовательностей, а также ДНК, которая включена в век-

тор, автономно реплицирующуюся плазмиду, вирус (например, ретровирус, лентивирус, аденовирус, 

аденоассоциированный вирус или вирус герпеса) или в геномную ДНК прокариота или эукариота. Кроме 

того, выделенная нуклеиновая кислота может включать сконструированную нуклеиновую кислоту, та-

кую как рекомбинантная молекула ДНК, которая является частью гибридной или слитой нуклеиновой 

кислоты. Нуклеиновую кислоту, существующую среди сотен миллионов других нуклеиновых кислот, 

например, в библиотеках кДНК или геномных библиотеках или пластинках геля, содержащих продукт 

рестрикционного расщепления геномной ДНК, не следует считать выделенной нуклеиновой кислотой. 

При расчете идентичности последовательностей в процентах две последовательности выравнивают 

и определяют количество идентичных совпадений нуклеотидов или аминокислотных остатков между 

двумя последовательностями. Количество идентичных совпадений делят на длину выравниваемой об-

ласти (т.е. количество выравниваемых нуклеотидов или аминокислотных остатков) и умножают на 100, 

чтобы получить значение идентичности последовательностей в процентах. Будет понятно, что длина вы-

равниваемой области может быть частью одной или обеих последовательностей вплоть до полного раз-

мера наиболее короткой последовательности. Также будет понятно, что одну последовательность можно 

выравнивать с более чем одной другой последовательностью, и поэтому она может иметь разные значе-

ния идентичности последовательности в процентах на протяжении каждой выравниваемой области. Сле-

дует отметить, что значение идентичности в процентах обычно округляют до ближайшего целого числа. 

Например, 78,1, 78,2, 78,3 и 78,4% округляют в меньшую сторону до 78%, тогда как 78,5, 78,6, 78,7, 78,8 

и 78,9% округляют в большую сторону до 79%. Также следует отметить, что длина выравниваемой об-

ласти всегда выражена целым числом. 

В используемом в настоящем описании смысле термин "идентичность последовательностей в про-

центах" относится к степени идентичности между любой заданной запрашиваемой последовательностью 

и данной исследуемой последовательностью. Идентичность в процентах для любой запрашиваемой по-

следовательности нуклеиновой кислоты или аминокислотной последовательности, например фактора 
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транскрипции, относительно другой данной последовательности нуклеиновой кислоты или аминокис-

лотной последовательности может быть определена, как описано ниже. 

В используемом в настоящем описании смысле термин "комплементарная нуклеотидная последова-

тельность", также известная как "антисмысловая последовательность", относится к последовательности 

нуклеиновой кислоты, которая полностью комплементарна последовательности "смысловой" нуклеино-

вой кислоты, кодирующей белок (например, комплементарна кодирующей нити двунитевой молекулы 

кДНК или комплементарна последовательности мРНК). В настоящем изобретении предлагаются моле-

кулы нуклеиновых кислот, которые содержат последовательность, комплементарную по меньшей мере 

примерно 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 нуклеотидам или одной кодирующей нити гена или 

только ее части. 

В используемом в настоящем описании смысле термин "соответствует нуклеотидной последова-

тельности" относится к нуклеотидной последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей идентич-

ную последовательность. В некоторых случаях, когда антисмысловые нуклеотиды (нуклеиновые кисло-

ты) или ми-РНК (малые ингибирующие РНК) гибридизуются с последовательностью мишенью, кон-

кретная антисмысловая последовательность или последовательность малой ингибирующей РНК (ми-

РНК) по существу комплементарна последовательности-мишени и поэтому будет специфично связы-

ваться с частью мРНК, кодирующей полипептид. Соответственно обычно последовательности таких 

нуклеиновых кислот будут в высокой степени комплементарны последовательности-мишени мРНК и 

будут иметь не более 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 несовпадений оснований на протяжении последова-

тельности. Во многих случаях может быть желательным, чтобы последовательности нуклеиновых кислот 

точно совпадали, т.е. были полностью комплементарными последовательности, с которой олигонуклео-

тид специфично связывается, и поэтому имели нулевое несовпадение вдоль комплементарного участка. 

В высокой степени комплементарные последовательности обычно будут связываться довольно специ-

фично с областью последовательности-мишени мРНК и поэтому будут высокоэффективными в сниже-

нии и/или даже ингибировании трансляции последовательности мРНК-мишени в полипептидный про-

дукт. 

В используемом в настоящем описании смысле термин "вектор" относится к любому вирусному 

или невирусному вектору, а также к любому плазмидному, космидному, фаговому или бинарному векто-

ру в двунитевой или однонитевой линейной или кольцевой форме, который может или не может быть 

самопередающимся или мобилизируемым и который может трансформировать прокариотические или 

эукариотические клетки-хозяева посредством интеграции в клеточный геном или который может суще-

ствовать внехромосомно (например, автономно реплицирующаяся плазмида с началом репликации). Лю-

бой вектор, известный в данной области, предполагается для применения при практическом осуществле-

нии настоящего изобретения. 

Векторы могут представлять собой вирусные векторы или невирусные векторы. Следует использо-

вать вирусные векторы, при этом предпочтительно вирусные векторы являются дефектными по реплика-

ции, что может быть достигнуто, например, в результате удаления всех вирусных нуклеиновых кислот, 

которые кодируют репликацию. Дефектный по репликации вирусный вектор будет все еще сохранять 

свои инфекционные свойства и проникать в клетки подобно реплицирующемуся аденовирусному векто-

ру, однако после поступления в клетку дефектный по репликации вирусный вектор не репродуцируется 

или не размножается. Векторы также включают липосомы и наночастицы и другие средства для достав-

ки молекулы ДНК в клетку. 

Термин "вирусные векторы" относится к применению вирусов или ассоциированных с вирусами 

векторов в качестве носителей конструкции нуклеиновой кислоты в клетку. Конструкции могут интегри-

роваться и упаковываться в не реплицирующиеся, дефектные вирусные геномы, подобные аденовирусу, 

аденоассоциированному вирусу (AAV) или вирусу простого герпеса (HSV) или другим, включая ретро-

вирусный и лентивирусный векторы, для инфекции или трансдукции в клетки. Вектор может включаться 

или может не включаться в геном клетки. 

"Кодирующая" относится к свойству, присущему конкретным последовательностям нуклеотидов в 

полинуклеотиде, таком как ген, кДНК или мРНК, служить в качестве матриц для синтеза других полиме-

ров и макромолекул в биологических процессах, имеющих либо определенную последовательность нук-

леотидов (т.е. рРНК, тРНК и мРНК), либо определенную последовательность аминокислот и в результате 

этого определенные биологические свойства. Таким образом, ген кодирует белок, если транскрипция и 

трансляция мРНК, соответствующей такому гену, приводят к продукции белка в клетке или другой био-

логической системе. И кодирующую нить, нуклеотидная последовательность которой идентична после-

довательности мРНК и которая обычно приводится в списке последовательностей, и некодирующую 

нить, используемую в качестве матрицы для транскрипции гена или кДНК, можно называть кодирую-

щими белок или другой продукт данного гена или кДНК. 

Термин "экспрессия" в используемом в настоящем описании смысле определяют как транскрипцию 

и/или трансляцию конкретной нуклеотидной последовательности, управляемую ее промотором. 

Векторы, способные осуществлять экспрессию генов, с которым они оперативно связаны, называют 

в настоящем описании "экспрессирующими векторами". Таким образом, "экспрессирующий вектор" 
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представляет собой специализированный вектор, содержащий рекомбинантный полинуклеотид, вклю-

чающий в себя последовательности регуляции экспрессии, оперативно связанные с экспрессируемой 

нуклеотидной последовательностью. 

Экспрессирующий вектор содержит достаточные цис-действующие элементы для экспрессии; дру-

гие элементы для экспрессии могут быть предоставлены клеткой-хозяином или в системе экспрессии in 

vitro. Экспрессирующие векторы включают все векторы, известные в данной области, такие как косми-

ды, плазмиды (например, "голые" или находящиеся в липосомах) и вирусы (например, лентивирусы, рет-

ровирусы, аденовирусы и аденоассоциированные вирусы), которые содержат рекомбинантный полинук-

леотид. 

В некоторых аспектах изобретение относится к модифицированным клеткам, которые несут векто-

ры, способные экспрессировать мшРНК, описанную в настоящей публикации, и дополнительно модифи-

цированные для экспрессии CAR. В одном аспекте мшРНК и CAR экспрессируются с одного и того же 

вектора. В другом аспекте мшРНК и CAR экспрессируются с отдельных векторов. 

В некоторых вариантах модифицированные клетки, описанные в настоящей публикации, представ-

ляют собой иммунореактивные клетки. В некоторых аспектах иммунореактивные клетки экспрессируют 

по меньшей мере один антиген-распознающий рецептор. В любом аспекте иммунореактивные клетки 

экспрессируют по меньшей мере один из специфичных для опухоли антиген-распознающий рецептор. В 

некоторых аспектах используют специфичные для антигена опухолевых клеток Т-клетки, NKT-клетки, 

TIL, CTL-клетки или другие иммунореактивные клетки. Не ограничивающие примеры иммунореактив-

ных клеток включают Т-клетки, такие как, например, Т-клетки αβ-TCR+ (например, Т-клетки CD8
+
 или 

Т-клетки CD4
+
), Т-клетки γδ-TCR+, инфильтрующие опухоль лимфоциты (TIL), Т-клетки природные 

киллеры (NKT), цитотоксические Т-лимфоциты (CTL) и Т-клетки CD4. 

Композиции, содержащие иммунореактивные клетки согласно изобретению (например, Т-клетки, 

NKT-клетки, TIL, CTL-клетки или их предшественники), могут быть предоставлены пациенту системно 

или непосредственно для лечения злокачественной опухоли. В одном варианте клетки согласно изобре-

тению непосредственно инъецируют в представляющий интерес орган (например, орган, пораженный 

злокачественной опухолью). Альтернативно композиции, содержащие генетически модифицированные 

иммунореактивные клетки предоставляют непосредственно в представляющий интерес орган, например, 

путем введения в систему кровообращения (например, в сосудистую систему опухоли). Могут быть пре-

доставлены средства для размножения и дифференцировки до, во время или после введения клеток, что-

бы повысить продукцию Т-клеток, NKT-клеток, TIL, CTL-клеток in vitro или in vivo. 

Модифицированные иммунореактивные клетки могут быть введены в любом физиологически при-

емлемом наполнителе, обычно внутрь сосудов, хотя их также можно вводить в кость или другую обыч-

ную область, где клетки могут найти соответствующее место для регенерации и дифференцировки (на-

пример, тимус). Обычно можно вводить по меньшей мере 1×10
5
 клеток, в конце концов достигая 1×10

10
 

или больше. Иммунореактивные клетки согласно изобретению могут содержать очищенную популяцию 

клеток. Специалисты в данной области легко могут определить процентное содержание генетически мо-

дифицированных иммунореактивных клеток в популяции, используя различные хорошо известные спо-

собы, такие как активируемая флуоресценцией сортировка клеток (FACS). Предпочтительные диапазоны 

чистоты в популяциях, содержащих генетически модифицированные иммунореактивные клетки, состав-

ляют примерно от 50 до примерно 55%, примерно от 55 до примерно 60% и примерно от 65 до примерно 

70%. Более предпочтительно чистота составляет примерно от 70 до примерно 75%, примерно от 75 до 

примерно 80%, примерно от 80 до примерно 85%; и еще более предпочтительно чистота составляет при-

мерно от 85 до примерно 90%, примерно от 90 до примерно 95% и примерно от 95 до примерно 100%. 

Дозы легко могут быть скорректированы специалистами в данной области (например, уменьшение чис-

тоты может требовать повышения дозы). 

Клетки могут быть введены посредством инъекции, через катетер или т.п. При необходимости так-

же могут быть включены факторы, включая, без ограничения, интерлейкины, например IL-2, IL-3, IL-6 и 

IL-11, а также другие интерлейкины, колониестимулирующие факторы, такие как G-, М- и GM-CSF, ин-

терфероны, например гамма-интерферон и эритропоэтин. 

Композиции согласно изобретению включают фармацевтические композиции, содержащие имму-

нореактивные клетки согласно изобретению или их предшественники и фармацевтически приемлемый 

носитель. Введение может быть аутологичным или гетерологичным. Например, иммунореактивные 

клетки или предшественники могут быть получены от одного пациента и введены тому же пациенту или 

другому совместимому пациенту. 

Химерные рецепторы антигенов. 

В некоторых случаях изобретение относится к химерным рецепторам антигенов (CAR), содержа-

щим антигенсвязывающий домен, направленный на антиген опухолевых клеток. CAR является искусст-

венно сконструированным гибридным белком или полипептидом, содержащим внеклеточную часть, ко-

торая узнает антиген опухолевых клеток (например, антигенсвязывающие домены антитела (scFv)) и ци-

топлазматический домен передачи сигнала, полученный из Т-клеточного рецептора, и костимулирую-
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щий домен (Kalos M., et al., Sci. Transl. Med. 2011 Aug 10; 3 (95)). Kalos с соавторами описывают созда-

ние CAR-T-клеток, мишенью которых является CD19, и демонстрируют опосредованный  

CAR-модифицированными Т-клетками мощный противоопухолевый эффект у пациентов с хроническим 

лимфоцитарным лейкозом. Характеристики CAR включают их способность перенаправлять специфич-

ность и реактивность Т-клеток к выбранной мишени не ограниченным по МНС образом с использовани-

ем антигенсвязывающих свойств моноклональных антител. CAR-модифицированные Т-клетки обладают 

способностью к репликации in vivo, и их длительное присутствие позволяет осуществлять долговремен-

ный контроль опухоли и устраняет необходимость в многократных инфузиях антитела (Kalos М., et al., 

Sci. Transl. Med. 2011 Aug 10; 3(95)). He ограниченное по МНС узнавание антигена обеспечивает  

Т-клетки, экспрессирующие CAR, способностью узнавать антиген независимо от процессинга антигена, 

обходя при этом основной механизм ускользания опухолей. Кроме того, при экспрессии в Т-клетках 

CAR преимущественно не димеризуются с альфа- и бета-цепями эндогенного Т-клеточного рецептора 

(TCR). CAR-модифицированные Т-клетки подробно описаны в WO 2012/079000 и WO 2012/09999 и в 

публикации Milone с соавторами (2009, Mol. Ther. 17:1453). 

CAR объединяет сайт связывания молекулы, которая узнает антиген, являющийся мишенью (т.е. 

"антигенсвязывающий домен") с одним или несколькими доменами обычных иммунных рецепторов, 

ответственных за инициацию сигнальной трансдукции, которая приводит к активации лимфоцитов (на-

пример, "стимулирующим доменом" или "доменом передачи сигнала"). 

В некоторых вариантах используемую связывающую часть получают из структуры Fab-фрагмента 

(антигенсвязывающего) моноклонального антитела (мАт), которое обладает высокой аффинностью по 

отношению к опухолевому антигену, являющемуся мишенью. Поскольку Fab является продуктом двух 

генов, соответствующие последовательности обычно объединяют через короткий линкерный фрагмент, 

который позволяет тяжелой цепи накладываться на полученные из легкой цепи пептиды в их нативной 

конфигурации с образованием одноцепочечного фрагмента вариабельной области (scFv). 

Fv- или (scFv) фрагменты антитела содержат домены VH и VL антитела, при этом такие домены 

присутствуют в одной полипептидной цепи. Обычно Fv-полипептид дополнительно содержит полипеп-

тидный линкер между доменами VH и VL, который позволяет scFv образовывать требуемую структуру 

для связывания антигена. 

В некоторых вариантах используемую связывающую часть получают из цитоплазматического до-

мена передачи сигнала, полученного из Т-клеточного рецептора и костимулирующих молекул. 

В некоторых вариантах передающая сигнал часть CAR обычно содержит внутриклеточные домены 

дзета-цепи (ζ) комплекса TCR/CD3 complex [25] или реже гамма-цепи (γ) иммуноглобулинового рецеп-

тора FcεRI [26, 27] или CD3-эпсилон-цепи (ε) [28], при этом трансмембранная область получена из той 

же самой молекулы. 

В некоторых аспектах CAR содержат антигенсвязывающий домен, трансмембранный домен, сти-

мулирующий домен и костимулирующий домен. В дополнительных вариантах осуществления изобрете-

ния предлагаются имеющие отношение к CAR нуклеиновые кислоты, рекомбинантные экспрессирую-

щие векторы, клетки-хозяева, популяции клеток, антитела или их антигенсвязывающие части, и фарма-

цевтические композиции, имеющие отношение к CAR согласно изобретению. 

В одном аспекте антигенсвязывающий домен связывается с антигеном опухолевой клетки. Термин 

"антиген опухолевой клетки" или "опухолевый антиген" в используемом в настоящем описании смысле 

относится к любому полипептиду, экспрессируемому опухолью, который способен индуцировать им-

мунный ответ. Не ограничивающие примеры опухолевых антигенов включают, например, специфичный 

для простаты мембранный антиген (PSMA), раково-эмбриональный антиген (СЕА), CD19, CD20, CD22, 

ROR1, мезотелин, CD333/IL3Ra, с-Met, гликолипид F77, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1 TCR, ERBB2, 

BIRC5, СЕАСАМ5, WDR46, BAGE, CSAG2, DCT, MAGED4, GAGE1, GAGE2, GAGE3, GAGE4, GAGE5, 

GAGE6, GAGE7, GAGE8, IL13RA2, MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA6, MAGEA9, 

MAGEA10, MAGEA12, MAGEB1, MAGEB2, MAGEC2, TP53, TYR, TYRP1, SAGE1, SYCP1, SSX2, 

SSX4, KRAS, PRAME, NRAS, ACTN4, CTNNB1, CASP8, CDC27, CDK4, EEF2, FN1, HSPA1B, LPGAT1, 

ME1, HHAT, TRAPPC1, MUM3, MYO1B, PAPOLG, OS9, PTPRK, TPI1, ADFP, AFP, AIM2, ANXA2, 

ART4, CLCA2, CPSF1, PPIB, EPHA2, EPHA3, FGF5, CA9, TERT, MGAT5, CEL, F4.2, CAN, ETV6, BIRC7, 

CSF1, OGT, MUC1, MUC2, MUM1, CTAG1A, CTAG2, CTAG, MRPL28, FOLH1, RAGE, SFMBT1, 

KAAG1, SART1, TSPYL1, SART3, SOX10, TRG, WT1, TACSTD1, SILV, SCGB2A2, MC1R, MLANA, 

GPR143, OCA2, KLK3, SUPT7L, ARTC1, BRAF, CASP5, CDKN2A, UBXD5, EFTUD2, GPNMB, NFYC, 

PRDX5, ZUBR1, SIRT2, SNRPD1, HERV-K-MEL, CXorf61, CCDC110, VENTXP1, SPA17, KLK4, 

ANKRD30A, RAB38, CCND1, CYP1B1, MDM2, MMP2, ZNF395, RNF43, SCRN1, STEAP1, 707-AP, 

TGFBR2, PXDNL, AKAP13, PRTN3, PSCA, RHAMM, ACPP, ACRBP, LCK, RCVRN, RPS2, RPL10A, 

SLC45A3, BCL2L1, DKK1, ENAH, CSPG4, RGS5, BCR, BCR-ABL, ABL-BCR, DEK, DEK-CAN, ETV6-

AML1, LDLR-FUT, NPM1-ALK1, PML-RARA, SYT-SSX1, SYT-SSX2, FLT3, ABL1, AML1, LDLR, FUT1, 

NPM1, ALK, PML1, RARA, SYT, SSX1, MSLN, UBE2V1, HNRPL, WHSC2, EIF4EBP1, WNK2, OAS3, 

BCL-2, MCL1, CTSH, ABCC3, BST2, MFGE8, TPBG, FMOD, XAGE1, RPSA, COTL1, CALR3, PA2G4, 
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EZH2, FMNL1, HPSE, APC, UBE2A, BCAP31, TOP2A, TOP2B, ITGB8, RPA1, ABI2, CCNI, CDC2, SEPT2, 

STAT1, LRP1, ADAM17, JUP, DDR1, ITPR2, HMOX1, TPM4, BAAT, DNAJC8, TAPBP, LGALS3BP, 

PAGE4, PAK2, CDKN1A, PTHLH, SOX2, SOX11, TRPM8, TYMS, ATIC, PGK1, SOX4, TOR3A, TRGC2, 

BTBD2, SLBP, EGFR, IER3, TTK, LY6K, IGF2BP3, GPC3, SLC35A4, HSMD, H3F3A, ALDH1A1, MFI2, 

MMP14, SDCBP, PARP12, MET, CCNB1, PAX3-FKHR, PAX3, FOXO1, XBP1, SYND1, ETV5, HSPA1A, 

HMHA1, TRIM68 и любое их сочетание. 

Настоящее изобретение в общем относится к применению Т-клеток, генетически модифицирован-

ных для стабильной экспрессии мшРНК согласно изобретению и требуемого CAR. Т-клетки, экспресси-

рующие CAR, обычно называют CAR-T-клетками. Т-клетки, экспрессирующие CAR, называют в на-

стоящем описании CAR-T-клетками или CAR-модифицированными Т-клетками. Предпочтительно клет-

ка может быть генетически модифицирована для стабильной экспрессии связывающего домена антитела 

на своей поверхности, придающего новую антигенную специфичность, которая независима от МНС. В 

некоторых случаях Т-клетка генетически модифицирована для стабильной экспрессии CAR, который 

объединяет домен узнавания антигена конкретного антитела с внутриклеточным стимулирующим доме-

ном (например, доменом передачи сигнала). Таким образом, кроме антигенсвязывающего домена CAR 

может включать в себя внутриклеточные домены дзета-цепи (ζ) комплекса TCR/CD3, гамма-цепи (γ) им-

муноглобулинового рецептора FcεRI [26, 27] или CD3-эпсилон-цепи (ε). CAR также может содержать 

трансмембранную область из тех же самых молекул или других трансмембранных белков типа I, таких 

как CD4, CD8 и CD28. 

В одном варианте CAR согласно изобретению содержит внеклеточный домен, имеющий домен уз-

навания антигена, трансмембранный домен и цитоплазматический домен. 

В одном варианте используют трансмембранный домен, который в природе ассоциирован с одним 

из доменов в CAR. В другом варианте цитоплазматический домен может быть сконструирован так, что-

бы содержать стимулирующий домен и костимулирующий домен. 

CAR может содержать внутрицитоплазматическую часть костимулирующих молекул, таких как 

CD28, CD134/OX40, CD137/4-1ВВ, Lck, ICOS или DAP10. 

Изобретение также относится к методике адоптивной клеточной терапии (ACT). ACT представляет 

собой способ, при котором терапевтические лимфоциты вводят пациентам, чтобы лечить злокачествен-

ную опухоль. Такой способ предполагает образование ex vivo специфичных для опухоли Т-лимфоцитов 

и их инфузию пациентам. В дополнение к инфузии лимфоцитов хозяин может быть подвергнут воздей-

ствию другими способами, которые способствуют захвату Т-клеток и их иммунному ответу, например, 

предварительной подготовке хозяина (с использованием излучения или химиотерапии) и введению фак-

торов роста лимфоцитов (таких как IL-2). Один из способов получения таких специфичных для опухоли 

лимфоцитов заключается в размножении антиген-специфичных Т-клеток. 

В одном варианте изобретение относится к созданию Т-клеток, экспрессирующих мшРНК согласно 

изобретению и требуемый CAR, направленный на опухолевый антиген. Модифицированные Т-клетки 

могут быть получены введением в клетки вектора (например, плазмиды, лентивирусного вектора, ретро-

вирусного вектора, аденовирусного вектора, вектора на основе аденоассоциированного вируса), коди-

рующего и 1) мшРНК, способную снижать экспрессию гена-мишени, описанного в настоящей публика-

ции, и 2) требуемый CAR. Модифицированные Т-клетки согласно изобретению способны реплициро-

ваться in vivo, что приводит к их длительному существованию, что может приводить к контролированию 

опухоли. 

В одном аспекте изобретение относится к способам лечения злокачественной опухоли, включаю-

щим в себя введение композиции, способной вызывать сайленсинг генов, которые ингибируют функцию 

Т-клеток. В одном варианте способы относятся к введению Т-клетки, экспрессирующей мшРНК соглас-

но изобретению и требуемый CAR, направленный на опухолевый антиген. В одном аспекте вводимая  

Т-клетка содержит вектор, кодирующий мшРНК согласно изобретению и требуемый CAR, направлен-

ный на опухолевый антиген. 

Фармацевтические препараты. 

В некоторых случаях терапевтические композиции, раскрытые в настоящем описании, могут со-

держать в дополнение к нацеленным на опухоль Т-клеткам соединения, лекарственные средства и/или 

агенты, применяемые для лечения злокачественной опухоли. Такие соединения, лекарственные средства 

и/или агенты могут включать, например, химиотерапевтические лекарственные средства, низкомолеку-

лярные лекарственные средства или антитела, которые стимулируют иммунный ответ на данную злока-

чественную опухоль. В других случаях терапевтические композиции могут содержать, например, один 

или несколько низкомолекулярных ингибиторов, которые вызывают сайленсинг, снижают, исключают, 

вызывают нокдаун, нокаут или снижают экспрессию и/или активность генов, выбранных из группы, со-

стоящей из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, 

Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, 

Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 и Ppp3cc. 

Соответственно, в изобретении предлагается один или несколько ингибиторов Ppp2r2d, Eif2ak3, 



035475 

- 119 - 

Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, 

Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, 

Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 или Ppp3cc. 

В одном аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Ppp2r2d. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Eif2ak3. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Arhgap5. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Smad2. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Akap81. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Rbks. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Egr2. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Dgka. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Cblb. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Map3k3. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам vMdfic. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Entpd1. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Dgkz. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Vamp7. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Nuak2. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Hipk1. 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Alk. В одном ва-

рианте ингибитор Alk включает, например, СН5424802 (Hoffmann-La Roche), LDK378 (Novartis),  

Crizotinib и PF-02341066 (Pfizer) или АР26113 (Ariad Pharmaceuticals). 

В другом аспекте изобретение относится к одному или нескольким ингибиторам Pdzklip1. 

В некоторых случаях терапевтические композиции могут содержать, например, цитокины, хемоки-

ны и другие молекулы передачи биологических сигналов, специфичные для опухолей вакцины, клеточ-

ные противораковые вакцины (например, GM-CSF-трансдуцированные злокачественные клетки), специ-

фичные для опухоли моноклональные антитела, трансплантируемые аутологичные и аллогенные стволо-

вые клетки (например, чтобы усилить эффекты трансплантата против опухоли), другие терапевтические 

антитела, средства целенаправленной молекулярной терапии, средства антиангиогенной терапии, инфек-

ционные агенты для терапевтических целей (такие как локализуемые в опухоли бактерии) и средства 

генной терапии. 

В некоторых случаях терапевтические композиции, раскрытые в настоящем описании, могут быть 

приготовлены для применения в виде фармацевтических композиций. Такие композиции могут быть 

приготовлены или адаптированы для введения пациенту любым путем, например, любым путем, одоб-

ренным Управлением по контролю пищевых продуктов и лекарственных средств (FDA). Примеры спо-

собов описаны в руководстве FDA - CDER Data Standards Manual, версии номер 004 (которая доступна на 

сайте fda.give/cder/dsm/DRG/drg00301.htm). 

В некоторых случаях фармацевтические композиции могут содержать эффективное количество од-

ного или нескольких пептидов. Термины "эффективное количество" и "эффективное для лечения" в ис-

пользуемом в настоящем описании смысле относятся к количеству или концентрации одного или не-

скольких пептидов в течение определенного периода времени (включая острое или хроническое введе-

ние и периодическое или непрерывное введение), которые являются эффективными в контексте его вве-

дения, вызывая предполагаемый эффект или физиологический результат. 

Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению могут содержать любые обыч-

ные нетоксичные фармацевтически приемлемые носители, адъюванты или наполнители. В некоторых 

случаях значение рН препарата может быть скорректировано с использованием фармацевтически прием-

лемых кислот, оснований или буферов, чтобы повысить стабильность приготовленного в виде препарата 

соединения или его формы доставки. 

Способы. 

В некоторых случаях способы могут включать в себя отбор пациента - человека, который имеет или 

имел состояние или заболевание (например, злокачественную опухоль). В некоторых случаях подходя-

щие пациенты включают, например, пациентов, которые имеют или имели состояние или заболевание, 

но у которых произошло разрешение заболевания или его аспекта, имеют место уменьшенные симптомы 

заболевания (например, относительно других пациентов (например, большинства пациентов) с таким же 

состоянием или заболеванием) и/или которые выживают в течение длительных периодов времени при 

наличии состояния или заболевания (например, относительно других пациентов (например, большинства 

пациента) с таким же состоянием или заболеванием), например, в бессимптомном состоянии (например, 

относительно других пациентов (например, большинства пациентов) с таким же состоянием или заболе-

ванием). 

Термин "пациент" в используемом в настоящем описании смысле относится к любому животному. 

В некоторых случаях пациентом является млекопитающее. В некоторых случаях термин "пациент" в ис-

пользуемом в настоящем описании смысле относится к человеку (например, мужчине, женщине или ре-
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бенку). Образцы для применения в способах могут включать образцы сыворотки, например, полученные 

от выбранного пациента. 

В некоторых случаях отбор пациента может включать получение образца от пациента (например, 

пациента-кандидата) и тестирование образца в отношении показателя того, что пациент подходит для 

отбора. В некоторых случаях может быть подтверждено или может быть идентифицирован пациент, на-

пример медицинским работником, как пациент, имевший или имеющий состояние или заболевание. В 

некоторых случаях демонстрация позитивного иммунного ответа по отношению к состоянию или забо-

леванию может быть осуществлена на основании медицинской карты пациента, семейного анамнеза 

и/или выявления показателя позитивного иммунного ответа. В некоторых случаях в отборе пациентов 

могут участвовать несколько групп. Например, первая группа может получать образец от пациента-

кандидата, а вторая группа может тестировать образец. В некоторых случаях пациенты могут быть вы-

браны и/или названы практикующим врачом (например, врачом общей практики). В некоторых случаях 

отбор пациента может включать получение образца от выбранного пациента и хранение и/или использо-

вание образца в способах, раскрытых в настоящем описании. Образцы могут включать, например, клетки 

или популяции клеток. 

Способы применения. 

В некоторых вариантах изобретение относится к способам повышения иммунного ответа у пациен-

та, нуждающегося в таком повышении. Изобретение относится к терапии, которая особенно применима 

для лечения пациентов, имеющих злокачественную опухоль. В некоторых случаях изобретение относит-

ся к способам лечения, которые включают в себя введение пациенту композиции, раскрытой в настоя-

щем описании. 

В настоящем изобретении предлагаются способы лечения и/или профилактики злокачественной 

опухоли или симптомов злокачественной опухоли у пациента, включающие в себя введение пациенту 

терапевтически эффективного количества композиции, способной вызывать сайленсинг генов, которые 

ингибируют Т-клеточную функцию (например, иммунореактивная Т-клетка, экспрессирующая мшРНК 

согласно изобретению и требуемый CAR, направленный к опухолевому антигену). В некоторых случаях 

Т-клетка получена от пациента, подвергаемого лечению, и была модифицирована для экспрессии CAR и 

мшРНК, которая снижает экспрессию гена-мишени, описанного в настоящей публикации. 

В некоторых вариантах злокачественной опухолью является карцинома, саркомы, аденокарцинома, 

лимфома, лейкоз и т.д., включая солидные и лимфоидные злокачественные опухоли, рак почек, молоч-

ной железы, легкого, мочевого пузыря, ободочной кишки, яичника, простаты, поджелудочной железы, 

желудка, головного мозга, головы и шеи, кожи, матки, семенников, глиому, рак пищевода и печени, 

включая гепатокарциному, лимфому, включая острую В-лимфобластную лимфому, неходжкинские лим-

фомы (например, лимфому Беркитта, мелкоклеточную и крупноклеточную лимфомы) и ходжкинские 

лимфомы, лейкоз (включая AML, ALL и CML) и множественную миелому. В некоторых вариантах зло-

качественной опухолью является меланома. В некоторых вариантах злокачественная опухоль представ-

ляет собой злокачественное новообразование из плазматических клеток, например, множественную мие-

лому (ММ) или предзлокачественное состояние плазматических клеток. В некоторых вариантах у паци-

ента диагностировано наличие злокачественной опухоли или предрасположенность к образованию зло-

качественной опухоли. 

В используемом в настоящем описании смысле "злокачественная опухоль" относится к злокачест-

венным опухолям и карциномам, саркомам, аденокарциномам, лимфомам, лейкозам и т.д. человека, 

включая солидные и лимфоидные злокачественные опухоли, рак почки, молочной железы, легкого, мо-

чевого пузыря, ободочной кишки, яичника, простаты, поджелудочной железы, желудка, головного мозга, 

головы и шеи, кожи, матки, семенников, глиому, рак пищевода и печени, включая гепатокарциному, 

лимфому, включая острую В-лимфобластную лимфому, неходжкинские лимфомы (например, лимфому 

Беркитта, мелкоклеточную и крупноклеточную лимфомы) и ходжкинскую лимфому, лейкоз (включая 

AML, ALL и CML) и множественную миелому. 

Термин "противоопухолевый эффект" в используемом в настоящем описании смысле относится к 

биологическому эффекту, который может проявляться в виде уменьшения объема опухоли, уменьшения 

количества опухолевых клеток, уменьшения количества метастазов, увеличения продолжительности 

жизни или ослабления различных физиологических симптомов, ассоциированных со злокачественным 

состоянием. "Противоопухолевый эффект" также может проявляться в способности пептидов, полинук-

леотидов, клеток и антител согласно изобретению предотвращать появление опухоли в первом месте. 

Термины "лечить" или "лечение" в используемом в настоящем описании смысле относятся к час-

тичному или полному облегчению, ингибированию, ослаблению и/или устранению заболевания или со-

стояния, от которого страдает пациент. В некоторых случаях лечение может приводить к длительному 

отсутствию заболевания или состояния, от которого страдает пациент. 

В общем способы включают в себя отбор пациента, подвергаемого риску развития или имеющего 

состояние или заболевание. В некоторых случаях состояние или заболевание пациента можно лечить 

фармацевтическими композициями, раскрытыми в настоящем описании. Например, в некоторых случаях 

способы включают в себя отбор пациента со злокачественной опухолью, например, при этом злокачест-
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венную опухоль пациента можно лечить за счет увеличения накопления Т-клеток и их инфильтрации в 

опухоль. 

В некоторых случаях способы лечения могут включать в себя однократное введение, несколько 

введений и многократные введения, которые необходимы для профилактики или лечения заболевания 

или состояния, от которого страдает пациент. В некоторых случаях способы лечения могут включать в 

себя оценку уровня заболевания у пациента перед лечением, во время лечения и/или после лечения. В 

некоторых случаях лечение может продолжаться вплоть до выявления снижения уровня заболевания у 

пациента. 

После введения пациент может быть подвергнут оценке с целью выявления, оценки или определе-

ния у него уровня заболевания. В некоторых случаях лечение может продолжаться вплоть до выявления 

изменения (например, снижения) уровня заболевания у пациента. 

После улучшения состояния пациента (например, изменения (например, снижения) уровня заболе-

вания у пациента), можно вводить поддерживающую дозу соединения, композиции или сочетании со-

гласно изобретению, если это необходимо. Затем доза или частота введения, или и то и другое, могут 

быть снижены в зависимости от симптомов до уровня, при котором сохраняется улучшенное состояние. 

Однако пациентам может требоваться периодическое лечение на долговременной основе после рецидива 

каких-либо симптомов заболевания. 

Также в объем настоящего изобретения входит сочетание любых способов и любых композиций, 

раскрытых в настоящем описании, с использованием одного или нескольких терапевтических средств. 

Терапевтическое средство включает, без ограничения, малые молекулы, пептиды, антитела, рибозимы, 

антисмысловые олигонуклеотиды, химиотерапевтические средства и излучение. 

Также в объем настоящего изобретения входит сочетание любых способов и любых композиций, 

раскрытых в настоящем описании, с обычной терапией злокачественных опухолей и различными лекар-

ственными средствами, чтобы повысить эффективность такой терапии либо за счет снижения 

доз/токсичности обычной терапии и/либо за счет повышения чувствительности к обычной терапии. Од-

ним из способов обычной терапии является применение лучевой терапии. Другим обычным способом 

терапии является применение химиотерапевтических лекарственных средств, которые можно разделить 

на: алкилирующие агенты, антиметаболиты, антрациклины, растительные алкалоиды, ингибиторы то-

поизомераз и противоопухолевые средства. Все указанные лекарственные средства некоторым образом 

влияют на клеточное деление или синтез и функционирование ДНК. Другие обычные терапевтические 

средства против злокачественной опухоли представляют собой средства, которые прямо не затрагивают 

ДНК. Примеры таких средств, которые сочетаемы с настоящим изобретением, могут включать, напри-

мер, "низкомолекулярные" лекарственные средства, которые блокируют специфичные ферменты, вовле-

ченные в рост злокачественной клетки. Моноклональные антитела, противораковые вакцины, ингибито-

ры ангиогенеза и генная терапия представляют собой целенаправленные средства терапии, которые так-

же можно сочетать с композициями и способами, раскрытыми в настоящем описании, так как они также 

мешают росту злокачественных клеток. 

Способы скрининга тестируемых соединений. 

В настоящее изобретение включены способы скрининга тестируемых соединений, например, поли-

пептидов, полинуклеотидов, неорганических или органических высокомолекулярных или низкомолеку-

лярных тестируемых соединений, чтобы идентифицировать средства, применимые для лечения злокаче-

ственной опухоли, например, тестируемые соединения, которые вызывают сайленсинг, снижают, исклю-

чают, вызывают нокдаун, нокаут, модулируют или снижают экспрессию и/или активность генов, вы-

бранных из группы, состоящей из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, 

Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, 

Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, 

Trpm7 и Ppp3cc. 

В используемом в настоящем описании смысле термин "малые молекулы" относится к малым орга-

ническим или неорганическим молекулам с молекулярной массой ниже чем примерно 3000 Да. В общем, 

малые молекулы, применимые в изобретении, имеют молекулярную массу менее 3000 Да. Малые моле-

кулы могут иметь молекулярную массу, например, по меньшей мере примерно от 100 до примерно  

3000 Да (например, примерно от 100 до примерно 3000 Да, примерно от 100 до примерно 2500 Да, при-

мерно от 100 до примерно 2000 Да, примерно от 100 до примерно 1750 Да, примерно от 100 до примерно 

1500 Да, примерно от 100 до примерно 1250 Да, примерно от 100 до примерно 1000 Да, примерно от 100 

до примерно 750 Да, примерно от 100 до примерно 500 Да, примерно от 200 до примерно 1500 Да, при-

мерно от 500 до примерно 1000 Да, примерно от 300 до примерно 1000 Да или примерно от 100 до при-

мерно 250 Да). 

Тестируемые соединения могут представлять собой, например, природные продукты или предста-

вителей комбинаторной химической библиотеки. Следует использовать набор разных молекул для того, 

чтобы охватить разнообразие функций, таких как заряд, ароматичность, водородные связи, гибкость, 

размер, длина боковой цепи, гидрофобность и жесткость. Основанные на комбинировании способы, под-

ходящие для синтеза малых молекул, известны в данной области, например, проиллюстрированы на 
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примерах в публикации Obrecht и Villalgordo (Solid-Supported Combinatorial and Parallel Synthesis of 

Small-Molecular-Weight Compound Libraries, Pergamon-Elsevier Science Limited (1998)) и включают такие 

способы, как способы "разделения и объединения" или "параллельного синтеза", способы твердофазного 

синтеза и синтеза в жидкой фазе и способы, основанные на кодирования (см., например, Czarnik, Curr. 

Opin. Chem. Bio. 1:60-6 (1997)). Кроме того, коммерчески доступно несколько библиотек малых молекул. 

Ряд подходящих тестированных низкомолекулярных соединений перечислены в патенте США  

№ 6503713, включенном в настоящее описание в виде ссылки в полном объеме. 

Библиотеки, подвергаемые скринингу с использованием способов согласно настоящему изобрете-

нию, могут содержать множество типов тестируемых соединений. Такая библиотека может содержать 

набор структурно родственных или неродственных тестируемых соединений. В некоторых вариантах 

тестируемые соединения представляют собой пептидные молекулы или молекулы пептидомиметиков. В 

некоторых вариантах тестируемыми соединениями являются нуклеиновые кислоты. 

В некоторых вариантах тестируемые соединения и их библиотеки могут быть получены в результа-

те систематического изменения структуры первого тестируемого соединения, например первого тести-

руемого соединения, которое структурно сходно с известным природным партнером целевого полипеп-

тида в связывании, или первой малой молекулы, идентифицированной как молекула, способная связы-

вать целевой полипептид, например, с использованием способов, известных в данной области, или спо-

собов, описанных в настоящей публикации, и выявления корреляции такой структуры с получаемой био-

логической активностью, например, при исследовании взаимосвязи структура-активность. Как будет по-

нятно специалисту в данной области, существует множество стандартных способов создания такой взаи-

мосвязи структура-активность. Таким образом, в некоторых случаях работа может быть в большой сте-

пени эмпирической, и в других случаях трехмерная структура эндогенного полипептида или его части 

может быть использована в качестве исходной точки для рационального конструирования низкомолеку-

лярного соединения или соединений. Например, в одном варианте общую библиотеку малых молекул 

подвергают скринингу, например используя способы, описанные в настоящей публикации. 

В некоторых вариантах тестируемое соединение применяют в отношении тестируемого образца, 

например, клетки или живой ткани или органа, например, глаза, и оценивают один или несколько эффек-

тов тестируемого соединения. В культивируемых или первичных клетках, например, оценивают способ-

ность тестируемого соединения вызывать сайленсинг, уменьшать, исключать, подвергать нокдауну, но-

кауту, модулировать или снижать экспрессию и/или активность генов, выбранных из группы, состоящей 

из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, 

Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, 

Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 и Ppp3cc. 

В некоторых вариантах тестируемый образец происходит или получен (например, образец взят) из 

модели in vivo заболевания, которое описано в настоящей публикации. Например, можно использовать 

животную модель, например грызуна, такого как крыса. 

Способы оценки таких эффектов известны в данной области. Например, способность модулировать 

экспрессию белка может быть оценена на уровне гена или белка, например, с использованием способов 

количественной ПЦР или иммуноанализа. В некоторых вариантах высокопроизводительные способы, 

например белковые или генные чипы, которые известны в данной области (см., например, главу 12,  

Genomics, Griffiths et al., Eds. Modern genetic Analysis, 1999, W.H. Freeman and Company; Ekins and Chu, 

Trends in Biotechnology, 1999, 17:217-218; MacBeath and Schreiber, Science, 2000, 289(5485):1760-1763; 

Simpson, Proteins and Proteomics: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2002;  

Hardiman, Microarrays Methods and Applications: Nuts and Bolts, DNA Press, 2003), могут быть использо-

ваны для выявления влияния на активность Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, 

Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, 

Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rockl, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, 

Trpm7 и Ppp3cc или экспрессию генов. 

Тестируемое соединение, которые было подвергнуто скринингу способом, описанным в настоящей 

публикации, и определено как соединение, которое вызывает сайленсинг, уменьшает, исключает, вызы-

вает нокдаун, нокаут или снижает экспрессию и/или активность генов, выбранных из группы, состоящей 

из Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, 

Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, 

Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 и Ppp3cc, можно считать со-

единением-кандидатом. Соединение-кандидат, которое было подвергнуто скринингу, например, в моде-

ли in vivo расстройства, например злокачественной опухоли, и определено как соединение, которое ока-

зывает требуемое влияние на расстройство, например на один или несколько симптомов расстройства, 

можно считать кандидатом для терапевтического средства. Кандидаты для терапевтических средств по-

сле скрининга в клинических условиях являются терапевтическими средствами. Соединения-кандидаты, 

кандидаты для терапевтических средств и терапевтические средства могут быть необязательно оптими-

зированы и/или дериватизованы и приготовлены с физиологически приемлемыми эксципиентами для 

образования фармацевтических композиций. 



035475 

- 123 - 

Таким образом, тестируемые соединения, идентифицированные как "наилучшие" (например, тести-

руемые соединения, которые ингибируют иммуносупрессорные пути, используемые опухолевыми клет-

ками для инактивации и/или подавления иммунных клеток) при первом скрининге, могут быть отобраны 

и подвергнуты систематическому изменению, например, с использованием рационального конструиро-

вания, чтобы оптимизировать аффинность, авидность, специфичность связывания или другой параметр. 

Такая оптимизация также может быть подвергнута скринингу в отношении применения способов, опи-

санных в настоящей публикации. Таким образом, в одном варианте изобретение относится к скринингу 

первой библиотеки соединений с применением способа, известного в данной области и/или описанного в 

настоящей публикации, идентификации одного или нескольких наилучших представителей в такой биб-

лиотеке, подверганию таких наилучших представителей систематическому структурному изменению для 

создания второй библиотеки соединений, структурно родственных наилучшему представителю, и скри-

нингу второй библиотеки с применением способов, описанных в настоящей публикации. 

Примеры 

Изобретение дополнительно описано в следующих примерах, которые не ограничивают объем изо-

бретения, описанный в формуле изобретения. 

Недавняя работа показала, что цитотоксические Т-клетки играют центральную роль в опосредован-

ном иммунной системой контроле злокачественных опухолей [1-3], и моноклональные антитела, мише-

нью которых являются ингибирующие рецепторы на Т-клетках, могут принести значимую клиническую 

пользу пациентам с заболеванием на поздней стадии [4-6]. Однако многие регуляторные механизмы, ко-

торые приводят к утрате функции Т-клеток в иммуносупрессорных опухолях, остаются неизвестными. В 

следующих примерах авторы изобретения демонстрируют, что такие регуляторные механизмы можно 

систематически обнаруживать in vivo в микроокружении опухоли. Авторы изобретения предположили, 

что мшРНК, нацеленные на ключевые ингибиторы, обеспечат надежную инфильтрацию и накопление  

Т-клеток в опухолях, несмотря на многочисленные ингибирующие сигналы. С использованием способа 

скрининга пула мшРНК, направленного на идентификацию генов, которые блокируют функцию ин-

фильтрующих опухоль Т-клеток CD8, были открыты мшРНК-кандидаты для переноса мшРНК-

трансдуцированных Т-клеток несущим опухоли мышам, с последующим глубоким секвенированием, 

чтобы количественно оценить представление всех шпилек в опухолях и лимфоидных органах. Большин-

ство мшРНК индуцировали накопление Т-клеток в опухолях, но не в селезенке, что свидетельствует о 

возможности обнаружения мшРНК с разным действием в тканях. Одной из мишеней был Ppp2r2d, регу-

ляторная субъединица фосфатазы РР2А [7]. Контрольные мшРНК-трансдуцированные Т-клетки подвер-

гались апоптозу при распознавании клеток меланомы, тогда как трансдуцированные Ppp2r2d-мшРНК  

Т-клетки накапливались в опухолях вследствие повышенной пролиферации и резистентности к апоптозу. 

Экспрессирующие Ppp2r2d-мшРНК Т-клетки также значимо снижали рост опухолей. Такой способ in 

vivo имеет широкие применения для анализа сложных иммунных функций в соответствующем тканевом 

микроокружении. 

Иммунные клетки осуществляют сложные наблюдательные функции в организме и взаимодейст-

вуют со многими типами клеток в разном тканевом микроокружении. Терапевтические мишени для мо-

дулирования иммунных ответов обычно идентифицируют in vitro и тестируют в животных моделях на 

поздней стадии процесса. В данном случае авторы изобретения обратились к проблеме того, как можно 

систематически обнаруживать мишени для иммунной модуляции in vivo. Это является центральной про-

блемой в онкологии, так как сильная инфильтрация Т-клетками CD8 которые имеют цитотоксическую 

функцию, направленную против опухолевых клеток, - ассоциирована с благоприятным прогнозом при 

многих типах злокачественных опухолей человека [1, 3, 8]. К сожалению, такой природный механизм 

защиты сильно притупляется у большинства пациентов под влиянием множества ингибирующих сигна-

лов, исходящих от опухоли, ее стромы, регуляторных Т-клеток и популяций миелоидных клеток. [9-11[ 

Было показано, что объединенные библиотеки мшРНК являются эффективными средствами обна-

ружения [12-14[. Авторы изобретения предположили, что мшРНК, способные восстанавливать функцию 

Т-клеток CD8, можно систематически обнаруживать in vivo, воспользовавшись высокой пролифератив-

ной способностью Т-клеток после запуска Т-клеточного рецептора ассоциированным с опухолью анти-

геном. При введении в Т-клетки только небольшая подгруппа мшРНК из пула будет восстанавливать 

пролиферацию Т-клеток, приводят к их обогащению в опухолях. Сверхпредставительство активных 

мшРНК в каждом пуле можно количественно оценить глубоким секвенированием кассеты мшРНК из 

опухолей и вторичных лимфоидных органов (фиг. 1). 

Экспериментальные животные. 

Мышей C57BL/6, мышей TRP-1 (трансгенные мыши, экспрессирующие Т-клеточный рецептор 

(TCR), специфичный для родственного тирозиназе белка 1) [23], мышей pmel-1 (трансгенные мыши, экс-

прессирующие TCR, специфичный для gp100) [18], и мышей b2m-/- [24] приобретали из The Jackson  

Laboratory. Мышей Rag1-/- OT-I [16] приобретали из Taconic Farms, Inc. Мышей содержали в виварии 

Dana-Farber Cancer Institute. Все экспериментальные процедуры были одобрены комитетом по уходу и 

использованию животных Dana-Farber Cancer. 
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Линии клеток. Меланомы B16, агрессивные опухоли, которые трудно лечить, экспрессируют сурро-

гатный опухолевый антиген овальбумин (Ova), который распознается Т-клетками CD8 мышей, трансген-

ными по рецептору Т-клеток OT-I [16, 17]. Клетки тимомы EL4 [38] и меланомы B16-F10 [15] поддержи-

вали в RPMI 1640 с добавлением 10% FBS, 2 мМ L-глутамина, 100 мкг/мл стрептомицина и 100 мкг/мл 

пенициллина. Экспрессирующие овальбумин опухолевые клетки B16 (B16-Ova) поддерживали в такой 

же среде с добавлением 600 мкг/мл G418 (Invitrogen). 

Векторы и последовательности мшРНК. Отбирали мшРНК для 255 генов, сверхэкспрессируемых в 

Т-клетках с утраченной функцией (анергичное или истощенное состояние). Вектор pLKO.3G получали 

из The RNAi Consortium. Векторы pLKO-Thy1.1, pLKO-Ametrine, pLKO-RFP, pLKO-TFP получены в ре-

зультате модификации вектора pLKO.3G заменой GFP соответствующим репортерным геном. Мышиные 

последовательности Ppp2r2d и Cblb, которые являются мишенями 10 отобранных мшРНК, представлены 

в табл. 3 (перечислены в порядке активности мшРНК (от наиболее высокой к наиболее низкой)). Также 

указана последовательность-мишень LacZ, которая является мишенью контрольной мшРНК. Все другие 

последовательности-мишени можно найти в табл. 2. 

Таблица 3 
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Антитела и проточная цитометрия. 

Суспензии отдельных клеток красили в PBS, 2% FBS мечеными антителами при 4°C в течение  

20 мин, затем два раза промывали охлажденном на льду PBS, 2% FBS. Клетки анализирова-

ли/сортировали, используя FACSAria (BD Biosciences) и компьютерную программу FlowJo (TriStar). Ис-

пользуемые антитела были специфичными для CD4, CD8, Vα2, Vβ5.1/5.2, Thy1.1, CD25, CD44, CD62L, 

CD69, CD122, CD127, IFNγ, TNFα (BioLegend), PD-1, TIM-3, LAG-3, гранзима В и H-2Kb (BioLegend), 

Vα3.2 (eBioscience), Vβ13, Vβ14 (BD Biosciences), фосфо-Akt (Ser473) и фосфо-Bad (Ser112) (Cell  

Signaling). Апоптозные клетки выявляли мечением аннексином V (BioLegend) или антителом к активи-

рованной каспазе-3 (Cell Signaling). Шарики с антителами против CD3/CD28 мыши приобретали из  

Invitrogen. 

Выделение Т-клеток из опухолей. 

Меланомы B16-Ova нарезали на небольшие кусочки в чашках Петри, содержащих 5 мл PBS, 2% 

FBS, и промывали PBS. Опухоли ресуспендировали в 15 мл RPMI с добавлением 2% FBS, 50 ед./мл кол-

лагеназы типа IV (Invitrogen), 20 ед./мл ДНКазы (Roche), образцы инкубировали при 37°C в течение 2 ч и 

ткань дополнительно диссоциировали, используя диссоциатор gentleMACS (Miltenyi Biotech). Суспензии 

три раза промывали PBS и пропускали через сито 70 мкм. Лимфоциты выделяли центрифугированием в 

градиенте плотности и затем либо анализировали, либо сортировали проточной цитометрией, используя 

FACSAria (BD Biosciences). 

Апоптоз Т-клеток. 

Предварительно обработанные цитокином клетки OT-I трансдуцировали мшРНК LacZ или Ppp2r2d 

и инъецировали мышам, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova. Через 7 дней осуществляли внутрикле-

точное окрашивание, используя антитело против активированной каспазы-3 (Cell Signaling), и дважды 

позитивные CD8/Thy1.1 Т-клетки пропускали в FACS-анализе. 

Иммунофлуоресценция и иммуногистохимия. 

Опухоли B16-Ova от мышей, обработанных Т-клетками OT-I, экспрессирующими мшРНК LacZ или 

Ppp2r2d (GFP-экспрессирующий вектор), подвергали криоконсервации в соединении с оптимальной тем-

пературой резки (О.С.Т.) (Tissue-Tek). Срезы криоконсервированных опухолей толщиной 10 мкм пер-

меабилизовали 0,2% тритоном Х-100, фиксировали в 4% параформальдегидом и красили GFP-антителом 

(Molecular Probes) в сочетании с DAPI. Для выявления с использованием TUNEL срезы красили TACS 2 

TdT Blue Label (Trevigen), следуя инструкциям производителя. Образцы визуализировали, используя ла-

зерный сканирующий конфокальный микроскоп (Leica SP5X) и анализировали с использованием компь-

ютерной программы ImageJ (NIH). 

кОТ-ПЦР-анализ. 

Суммарную РНК экстрагировали, используя реагент TRIzol (Invitrogen). РНК обратно транскриби-

ровали с использованием набора для высокоэффективной обратной транскрипции кДНК (Applied  

Biosystems). Количественные ПЦР-реакции в реальном времени осуществляли в трех повторах, исполь-

зуя прибор ABI 7900HT и SYBR green (ABI). Уровни Rpl23 использовали для нормализации. Использо-

вали следующие праймеры: 

прямой Ppp2r2d GGAAGCCGACATCATCTCCAC (SEQ ID NO: 622), 

обратный Ppp2r2d GTGAGCGCGGCCTTTATTCT (SEQ ID NO: 623); 

прямой Cblb GGTCGCATTTTGGGGATTATTGA (SEQ ID NO: 624), 

обратный Cblb TTTGGCACAGTCTTACCACTTT (SEQ ID NO: 625); 

прямой Rpl23 CTGTGAAGGGAATCAAGGGA (SEQ ID NO: 626) и 

обратный Rpl23 TGTCGAATTACCACTGCTGG (SEQ ID NO: 627). 

Анализ на микроматрицах. 

Культивируемые с IL-7/IL-15 Т-клетки OT-I трансдуцировали одной из пяти экспериментальных 

мшРНК (Ppp2r2d, Arhgap5, Alk, Egr2, Ptpn2) или контрольной мшРНК LacZ. Инфицированные клетки 

сортировали для очистки, используя GFP, кодируемый вектором, в качестве репортера. Т-клетки (5×10
6
) 

инъецировали внутривенно мышам, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova. Спустя семь дней Т-клетки 

ON-I, экспрессирующие мшРНК (CD8
+
GFP+) выделяли из опухолей и селезенок. Клетки сортировали 

дважды для более высокой очистки и суммарную РНК экстрагировали, используя реагент TRIzol  

(Invitrogen), для получения профиля экспрессии генов Affymetrix (матрицы мышиного генома 430 2.0). 

Матрицы для каждой мшРНК были в трех повторах (6 мышей на группу). 

Нанолуночный анализ продукции цитокинов на уровне отдельных клеток. 

Материалы. 

Антитела, используемые для активации Т-клеток, представляли собой антитело против CD3 мыши 

и антитело против CD28 мыши (Biolegend). Антитела, используемые для улавливания секретируемых 

цитокинов, представляли собой антитело против IFNγ мыши (Biolegend), антитело против IL-2 мыши 

(Biolegend), антитело против TNFα мыши (Biolegend) и антитело против GM-CSF мыши (Biolegend). Ан-

титела для выявления представляли собой антитело против IFNγ мыши (Biolegend), антитело против IL-2 

мыши (Biolegend), антитело против TNFα мыши (Biolegend) и антитело против GM-CSF мыши  
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(Biolegend), и такие антитела флуоресцентно метили подходящими красителями Alexa Fluor (Invitrogen), 

следуя инструкциям производителя. Липиды, используемые для получения закрепленных бислоев, пред-

ставляли собой 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-фосфохолин (DOPC) и 1,2-диолеоил-sn-глицеро-3-

фосфоэтаноламин-N-(биотиниловый кэп) (Biotinyl Cap РЕ) (Avanti Polar Lipids). 

Создание PDMS-матриц нанолунок и получение закрепленных липидных бислоев. 

Матрицу нанолунок получали, инъецируя полидиметилсилоксан (PDMS, Dow Corning), приготов-

ленный в смеси в массовом соотношении 10:1 основа/катализатор, в специально изготовленную форму, 

служащую оболочкой для микроструктурированной силиконовой матрицы. Матрицы нанолунок отвер-

ждали при 70°C в течение 4-16 ч. Каждая матрица содержала 72×24 блока, каждый из которых содержал 

7×7 (50×50×50 мкм) субматриц нанолунок (всего 84672 лунки). PDMS-матрицы непосредственно прили-

пали к предметному стеклу 3''×1'' (7,62×2,54 см), образуя слой толщиной 1 мм. Закрепленные липидные 

слои готовили, как описано ранее [14]. Бислой получали, нанося DOPC-липосомы, содержащие 2 мол.% 

биотин-Cap-PE-липидов на PDMS-матрицу нанолунок. Поверхности промывали деионизованной водой, 

чтобы удалить избыток липосом. Перед применением липидный бислой блокировали БСА в PBS  

(100 мкг/мл) в течение 45 мин. Затем бислой инкубировали с 1 мкг/мл стрептавидина в растворе  

100 мкг/мл БСА в PBS, затем инкубировали с биотинилированными CD3- и CD28-антителами. Устройст-

во тщательно промывали PBS перед добавлением клеток. 

Микрогравировка. 

Улавливающие антитела разбавляли в боратном буфере (50 мМ борат натрия, 8 мМ сахароза и  

50 мМ NaCl, pH 9,0) до конечной концентрации 10 мкг/мл и помещали на поверхность эпокси-

модифицированных предметных стекол на 1 ч при комнатной температуре. Предметные стекла блокиро-

вали 3% обезжиренным молоком в PBST (PBS с 0,05% (об./об.) твина 20) в течение 30 мин при комнат-

ной температуре и промывали PBS перед приведением их в контакт с PDMS-матрицей нанолунок. Сус-

пензию Т-клеток распределяли на поверхности нанолунок, модифицированных закрепленным липидным 

бислоем, в среде и давали возможность осесть в лунках. Плотность суспендированных клеток, наноси-

мых на матрицу, оптимизировали эмпирически, чтобы максимизировать занятость лунок одиночными 

клетками (обычно ~30% лунок). После инкубации лунок с нагруженными клетками предметное стекло, 

покрытое улавливающими антителами, помещали на загруженную матрицу для улавливания цитокинов. 

Микроматрицу и предметное стекло удерживали вместе под давлением в камере для гибридизации  

(Agilent Technologies, G2534A) и инкубировали в течение 1 ч при 37°C с 5% СО2. Затем предметное стек-

ло отделяли от матрицы и помещали в PBS. 

После микрогравировки предметные стекла инкубировали в течение 30 мин с блокирующим буфе-

ром (PBS, 10 мг/мл БСА, 0,05 % (об./об.) твин-20, 2% мышиная сыворотка и 2 мМ азид натрия), промы-

вали PBST (PBS+ 0,05% об./об. твин-20) и затем инкубировали с антителами для выявления флуоресцен-

ции в концентрации 1 мкг/мл в течение 45 мин при 25°C. Предметные стекла промывали PBST и PBS, в 

течение короткого периода времени промывали водой и сушили в потоке N2. Эталонные слайды получа-

ли в конце каждого эксперимента с использованием таких же антител, которые использовали на под-

вергнутых печати предметных стеклах. В случае эталонных предметных стекол антитела разбавляли во-

дой, наносили пятнами на контрольные предметные стекла с поли-L-лизином (1 мкл/пятно), и эталонные 

предметные стекла сушили в вакууме. Предметные стекла сканировали, используя сканирующее устрой-

ство для микроматриц Genepix 4200AL (Molecular Devices). Выделяли медианную интенсивность флуо-

ресценции каждого пятна, используя Genepix Pro. 

Цитометрия на основе визуализации на чипе. 

Перед визуализацией Т-клетки красили красителем для плазматической мембраны CellMask  

(Invitrogen, Life Technologies) и SYTOX зеленым (для выявления мертвых клеток, Life Technologies). На-

груженные клетками матрицы нанолунок устанавливали лицевой стороной вверх на микроскоп, при этом 

покровное стекло помещали сверху матрицы. Изображения получали с использованием автоматизиро-

ванного инвертированного эпифлуоресцентного микроскопа (Carl Zeiss). Проходящий свет и эпифлуо-

ресцентные микрофотографии собирали по блокам (7×7 микролунок на блок). Полученный набор изо-

бражений анализировали, используя специализированную программу, чтобы определить количество кле-

ток, присутствующих в каждой лунке, и среднюю интенсивность флуоресценции каждой метки. В анали-

зе рассматривали только живые Т-клетки. Хотя клетки экспрессировали GFP, интенсивность флуорес-

ценции GFP была незначительной в используемых условиях получения данных микроскопического ана-

лиза по сравнению с SYTOX зеленым, позволяющим идентифицировать мертвые клетки. 

Анализ данных. 

Данные, извлеченные в результате цитометрии на чипе и анализа цитокинов на печатных матрицах, 

сопоставляли в Microsoft Excel, используя уникальные идентификаторы, присвоенные каждой лунке на 

матрице. Набор данных фильтровали так, чтобы он включал лунки, содержащие только одиночные клет-

ки. Чтобы компенсировать проступание сигнала и превратить измеряемую интенсивность флуоресцен-

ции для улавливаемых цитокинов из данной клетки в скорость секреции, данные, полученные на основе 

стандартных калибровочных кривых (для эталонных предметных стекол), полученных с использованием 
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известных количеств антител для выявления, использовали для превращения измеряемых интенсивно-

стей в количество молекул, как описано ранее (Han, Q., et.al., Multidimensional analysis of the frequencies 

and rates of cytokine secretion from single cells by quantitative microengraving. Lab Chip 10, 1391-1400, doi: 

10.1039/b926849a (2010). 

Пример 1. Выявление in vivo РНК-и мишеней иммунотерапии. 

Осуществляли два больших первичных скрининга, при этом первый был сфокусирован на генах, 

сверхэкспрессированных в Т-клетках с нарушенной функцией (анергия или истощение Т-клеток;  

255 генов, 1275 мшРНК, разделенных на два пула), а второй - на киназах/фосфатазах (1307 генов,  

6535 мшРНК, разделенных на семь пулов) (табл. 4). В указанных первичных скринингах каждый ген был 

представлен ~5 мшРНК. 

Таблица 4 

 
мшРНК, мишенью которых являются 255 генов, сверхэкспрессированных в Т-клетках с нарушен-

ной функцией (анергичное или истощенное состояние) [31-37], и 1307 генов киназы/фосфатазы  

(~5 мшРНК на ген), получали из The RNAi Consortium (TRC; Broad Institute, Cambridge, MA, USA). Соз-

давали девять пулов и мшРНК субклонировали в лентивирусном векторе pLKO-Thy1.1. Каждый пул 

также содержал 85 мшРНК для негативного контроля (количество мшРНК: GFP, 24; LacZ, 20; люцифера-

зы 25; RFP 16). Т-клетки OT-I, выделенные в результате негативной селекции (Stemcell Technologies), 

культивировали с IL-7 (5 нг/мл, Peprotech) и IL-15 (100 нг/мл, Peprotech) в полной среде RPMI (RPMI 

1640, 10% FBS, 20 мМ HEPES, 1 мМ пируват натрия, 0,05 мМ 2-меркаптоэтанол, 2 мМ L-глутамин,  

100 мкг/мл стрептомицина и 100 мкг/мл пенициллина). На 2 день Т-клетки OT-I инфицировали лентиви-

русными пулами при центрифугировании (девять лентивирусных пулов мшРНК и контрольный ленти-

вирусный вектор с контрольной мшРНК LacZ) с добавлением протаминсульфата (5 мкг/мл) в  

24-луночных планшетах, покрытых ретронектином (5 мкг/мл) при множественности инфекции (MOI) 15. 

Обычно инфицировали ~5×10
6
 Т-клеток OT-I для каждого пула. 

После инфекции клетки OT-I культивировали с IL-7 (2,5 нг/мл), IL-15 (50 нг/мл) и IL-2 (2 нг/мл) в 

полной среде RPMI. На 5 день живые мшРНК-трансдуцированные Т-клетки обогащали, используя набор 

для удаления мертвых клеток (Miltenyi), и инфицированные клетки подвергали позитивной селекции на 

основе маркера Thy1.1 (Stemcell Technologies) до 50-60% позитивности по Thy1.1. Успешную трансдук-

цию контролировали по поверхностной экспрессии репортера Thy1.1 (фиг. 2). Т-клетки (5×10
6
) инъеци-

ровали внутривенно мышам C57BL/6, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova (15 мышей на пул мшРНК) 

(количество животных выбрано для обеспечения достаточного количества клеток для выделения  

Т-клеток и ПЦР). Геномную ДНК выделяли из 5×10
6
 обогащенных Т-клеток ОТ-I в качестве исходной 

популяции для глубокого секвенирования. Спустя семь дней мшРНК-экспрессирующие Т-клетки 

(CD8
+
Vα2

+
Vβ5

+
Thy1.1

+
) выделяли с использованием проточной цитометрии из опухолей, селезенок, 

дренирующих опухоли лимфатических узлов и нерелевантных лимфатических узлов для выделения ге-

номной ДНК с последующей ПЦР-амплификацией кассеты мшРНК (фиг. 3). Выделяли геномную ДНК 

(Qiagen) и создавали матрицы для глубокого секвенирования с использованием ПЦР кассеты мшРНК. 

Представительство мшРНК в каждом пуле анализировали глубоким секвенированием, используя анали-

затор генома Illumina
30

. Данные нормализовали, используя средние риды контрольных мшРНК в каждом 

пуле. Гены киназ/фосфатаз отбирали для вторичного скрининга на основе уровней экспрессии в Т-

клетках. 

В случае некоторых генов мшРНК были сверхпредставлены во всех тестированных тканях по срав-

нению с исходной популяцией Т-клеток (например, SHP-1), что свидетельствует об усиленной пролифе-

рации, независимой от распознавания TCR опухолевого антигена. В случае других генов имела место 

избирательная утрата мшРНК в опухолях (например, ZAP-70, важная киназа в пути активации Т-клеток). 

Авторы изобретения сфокусировали свой анализ на генах, в случае которых наблюдали сверхпредстави-

тельство мшРНК в опухоли, но не в селезенке, вторичном лимфоидном органе. Значимое накопление  

Т-клеток в опухолях наблюдали в случае некоторых мшРНК, несмотря на иммуносупрессорное окруже-
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ние. Для вторичных скринингов авторы изобретения создавали сфокусированные пулы, в которых каж-

дый ген-кандидат был представлен ~15 мшРНК. 

Первичные данные такого анализа для трех генов показаны на фиг. 4: LacZ (негативный контроль), 

Cblb (E3 убиквитинлигаза, которая индуцирует интернализацию Т-клеточного рецептора) и Ppp2r2d (ра-

нее не исследованный в Т-клетках). В случае Ppp2r2d и Cblb имело место значимое увеличение количе-

ства пяти мшРНК в опухолях (красный) по сравнению с селезенкой, тогда как обогащения мшРНК LacZ 

не наблюдали. В общем 43 гена удовлетворяли следующим критериям: ≥4-кратное обогащение для 3 или 

более мшРНК в опухолях по сравнению с селезенкой (табл. 5, фиг. 4, 5). Набор включал генные продук-

ты, ранее идентифицированные как ингибиторы передачи сигнала Т-клеточных рецепторов (включая 

Cblb, Dgka, Dgkz, Ptpn2), а также другие хорошо известные ингибиторы функции Т-клеток (например, 

Smad2, Socs1, Socs3, Egr2), что подтверждает подход авторов изобретения (табл. 5, 6) [20-22]. В табл. 5 

описана функциональная классификация генов-кандидатов, выявленных при вторичном скрининге. 

Таблица 5 

 

 
Вторичные скрининги осуществляли, фокусируя внимание на генах, для мшРНК которых наблюда-

ли сверхпредставительство в опухоли, но не в селезенке, вторичном лимфоидном органе. Значимое на-

копление Т-клеток в опухолях наблюдали в случае некоторых мшРНК, несмотря на иммуносупрессорное 

окружение. В случае таких вторичных скринингов синтезировали ~10 дополнительных мшРНК для каж-

дого гена (IDT), всего ~15 мшРНК на ген. Такие сфокусированные пуля содержали 85 мшРНК негатив-

ного контроля. В случае двух контрольных мшРНК (одна для RFP, одна для люциферазы) наблюдали 

некоторое обогащение в опухолях по сравнению с селезенкой (4,0 и 5,1-кратное, соответственно). Пре-

дел отсечения при вторичном скрининге определяли как ≥3 мшРНК с ≥4-кратным обогащением в опухо-

ли по сравнению с селезенкой. Результаты скрининга подтверждали на клеточном уровне введением ин-

дивидуальных мшРНК в Т-клетки вместе с репортерным белком (флуоресцирующие белки GFP, TFP, 

RFP или аметрин, Thy1.1). Такой способ позволял одновременно тестировать пять мшРНК у животного 

(три мыши на группу). Пролиферацию мшРНК-трансдуцированных Т-клеток визуализировали на осно-

вании разбавления CFSE через 24 ч, а также через 3, 5 и 7 дней. Кроме того, осуществляли внутрикле-

точное окрашивание в 3, 5 и 7 дни в отношении IFNγ, TNFα и изотипических контролей. Результаты 

первичного и вторичного скринингов библиотеки пулов мшРНК Т-клеток с нарушенной функцией пред-

ставлены в табл. 6. Перечислены гены, в случае которых по меньшей мере для трех мшРНК наблюдали 

>4-кратное обогащение в опухолях, вместе с кратким описанием их функции. Результаты вторичного 

скрининга библиотек мшРНК киназ и фосфатаз показаны в табл. 7. 
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Таблица 6 
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Таблица 7 
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Пример 2. Управляемая мшРНК экспансия Т-клеток CD4 и CD8 в меланомах B16. 

Позитивные мшРНК в основанном на глубоком секвенировании анализе были клонированы в лен-

тивирусных векторах, кодирующих пять разных репортерных белков (флуоресцирующих белков GFP, 

TFP, RFP или аметрина, Thy1.1). Предварительно обработанные цитокинами Т-клетки OT-I трансдуци-

ровали лентивирусными векторами, управляющими экспрессией отдельной мшРНК и репортерного бел-

ка; 1×10
6
 Т-клеток каждой популяции смешивали и совместно инъецировали внутривенно мышам 

C57BL/6, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova. Через семь дней Т-клетки выделяли из опухолей, селе-

зенок и лимфатических узлов и определяли процент позитивных по репортерам Т-клеток CD8
+
Vα2

+
Vβ5

+
, 

используя проточную цитометрию на основе совместно введенных репортеров. Кратное обогащение в 

опухолях по сравнению с селезенкой вычисляли на основе процентного содержания Т-клеток OT-I в ка-

ждом органе, экспрессирующем конкретный репортер. Когда экспрессировали контрольную мшРНК 

LacZ в Т-клетках OT-I CD8 OT-I, частота мшРНК-экспрессирующих Т-клеток OT-I CD8 была более низ-

кой в опухолях по сравнению с селезенкой (примерно в 2 раза). Напротив, экспериментальные мшРНК 

индуцировали накопление Т-клеток OT-I CD8 в опухолях, но не в селезенке (фиг. 6, 7). В случае семи 

таких мшРНК (например, Ppp2r2D, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, Akap8I, Rbks и Egr2) накопление Т-клеток в 

опухолях было >10-кратным по сравнению с селезенкой. Наиболее выраженный фенотип наблюдали в 

случае мшРНК, мишенью которых является Ppp2r2d, регуляторная субъединица фосфатазы 7 РР2А. 

Т-клетки OT-I CD8
+
 или TRP-1 CD4

+
, экспрессирующие мшРНК Ppp2r2d или LacZ, инъецировали 

мышам, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova. мшРНК-экспрессирующие Т-клетки идентифицировали 

в опухолях и селезенках, используя репортер Thy1.1 (фиг. 8, % Т-клеток Thy1.1
+
 CD8, левые панели). 

Общее количество Т-клеток, экспрессирующих мшРНК LacZ или Ppp2r2d, определяли в опухолях и се-

лезенке через 7 дней после переноса 2×10
6
 мшРНК-экспрессирующих клеток (фиг. 8, правые панели). 

Указано кратное обогащение Т-клеток, экспрессирующих мшРНК Ppp2r2d, по сравнению с Т-клетками, 

экспрессирующими мшРНК LacZ. мшРНК Ppp2r2d не только индуцировала накопление Т-клеток OT-I 

CD8, но также и Т-клеток CD4 (из трансгенных мышей TRP-1 TCR) [23], при этом количество Т-клеток в 

опухолях было значимо выше, когда экспрессировали мшРНК Ppp2r2d, а не мшРНК LacZ (в 36,3 раза в 

случае Т-клеток CD8; в 16,2 раза в случае Т-клеток CD4) (фиг. 8). 
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Обогащение Т-клеток в опухолях по сравнению с селезенкой в случае клеток, экспрессирующих 

панель мшРНК Ppp2r2d или Cblb (фиг. 17, верхние панели). Также измеряли уровни мРНК Ppp2r2d и 

Cblb, используя кПЦР, перед переносом Т-клеток (фиг. 17, нижние панели). Наиболее сильное обогаще-

ние Т-клеток в опухолях наблюдали в случае мшРНК с >80% эффективностью нокдауна на уровне мРНК 

(мшРНК № 1 и 2 для Ppp2r2d и Cblb). Накопление Т-клеток CD8 коррелировало со степенью нокдауна 

Ppp2r2d, и две мшРНК Ppp2r2d мшРНК с наиболее высокой активностью in vivo индуцировали самые 

низкие уровни мРНК Ppp2r2d (фиг. 17). 

Нокдаун Ppp2r2d также подтверждали на уровне белка, используя способ количественной масс-

спектрометрии (фиг. 18). Использовали ранее описанный способ абсолютного количественного анализа 

(AQUA) белков из клеточных лизатов с помощью масс-спектрометрии, чтобы измерить влияние экспрес-

сии мшРНК Ppp2r2d на уровне белка (Gerber, S.A., Rush, J., Stemman, 0., Kirschner, M.W. & Gygi, S.P. 

Absolute quantification of proteins и phosphoproteins from cell lysates by tandem MS. PNAS, 100, 6940-6945 

(2003). Такая методика основана на способе "селективного мониторинга реакции", в котором синтетиче-

ский пептид с включенными стабильными изотопами используют в качестве внутреннего стандарта для 

масс-спектрометрического анализа. Клетки OT-I, экспрессирующие мшРНК LacZ или Ppp2r2d, сортиро-

вали для очистки, используя FACS. Клетки (1×10
6
) лизировали в 1 мл реагента для экстракции MPER 

(Pierce), содержащем смесь ингибиторов протеаз (Sigma), 1 мМ EDTA и 1 мМ PMSF, в течение 15 мин на 

льду с периодическим встряхиванием. Клеточные обломки удаляли центрифугированием и белковый 

надосадок фильтровали (0,2 мкм центрифужный фильтр SpinX, Costar). Концентрацию белка определяли, 

используя анализ по Брэдфорду (Biorad) и анализ в УФ при 280 нм (Nanodrop instrument); 0,1 мг клеточ-

ного белка разделяли в SDS-ПААГ и красили реагентом Кумасси синим (Pierce). Полосы геля,  

соответствующие диапазону молекулярной массы 45-60 кДа, вырезали с последующим расщеплением 

белков в геле трипсином. Элюированные пептиды импульсно метили, используя 300 фмоль  

изотопно меченых пептидов Ppp2r2d (FFEEPEDPSS[13C-15N-R]-ОН)(SEQ ID NO: 628) и актина В 

(GYSFTTTAE[13C-15N-R]-ОН) (SEQ ID NO: 629) (21
st
 Century Biochemicals) для количественной оценки 

ЖХМС/МС (LTQ XL Orbitrap, Thermo Scientific). Пептид Ppp2r2d выбирали из области белка, которая 

отличается от других регуляторных субъединиц РР2А. Сначала анализировали данные ЖХ-МС/МС для 

образца мшРНК LacZ, чтобы локализовать пептиды Ppp2r2d и актина В, которые подвергали мониторин-

гу. Пептиды AQUA для абсолютного количественного анализа элюировали совместно с соответствую-

щими эндогенными пептидами с колонки с обращенной фазой, их более высокая молекулярная масса  

(10 кДа) обеспечивала возможность определения отношения интенсивности пиков для эндогенных пеп-

тидов и пептидов AQUA с использованием имеющихся в избытке ионов пептидных фрагментов. Образ-

цы в трех повторах анализировали, используя SDS-ПААГ - ЖХ-МС/МС, и статистическую значимость 

определяли, используя компьютерную программу Graphpad Prism 6.0 и двусторонний t-критерий Стью-

дента (критерий F, * р=0,0062). 

Определяли специфичность мшРНК Ppp2r2d. Активность мшРНК Ppp2r2d была специфичной, по-

скольку фенотип был обратимым, когда вводили мутантную кДНК Ppp2r2d (с последовательностью бел-

ка дикого типа, но мутантной последовательностью ДНК в сайте связывания мшРНК) совместно с 

мшРНК Ppp2r2d (фиг. 9, 10а-10с). Кроме того, Т-клетки OT-I CD8 сверхэкспрессировали Ppp2r2d в опу-

холях по сравнению с селезенкой (в отсутствие какой-либо экспрессии мшРНК), что свидетельствует о 

том, что он является компонентом, присущим сети передачи сигнала, ингибирующей функцию Т-клеток 

в опухолях (фиг. 19). 

Т-клетки OT-I трансдуцировали лентивирусными векторами, осуществляющими экспрессию 

мшРНК LacZ, мшРНК Ppp2r2d, мшРНК Ppp2r2d. Создавали мутантную кДНК Ppp2r2d с сохраненной 

последовательностью белка, но нарушенным сайтом связывания мшРНК. кДНК Ppp2r2d дикого типа 

выделяли в ОТ-ПЦР, используя 

прямой праймер: GGATCCATGGCAGGAGCTGGAGGC (SEQ ID NO: 630) и 

обратный праймер: GCTAGCATTAATTTTGTCCTGGAATATATACAAGTTATTGGTGG  

(SEQ ID NO: 631). 

Последовательность-мишень мшРНК Ppp2r2d, CCCACATCAGTGCAATGTATT (SEQ ID NO: 632) 

подвергали мутации с получением TCCCCACCAATGTAACGTGTT (SEQ ID NO: 633), используя ПЦР с 

перекрыванием (которая сохраняет кодирующую последовательность белка) с использованием 

прямого праймера: TCCATCCCCACCAATGTAACGTGTTTGTTTACAGCAGCAGCAAGG  

(SEQ ID NO: 634) и 

обратного праймера: AAACAAACACGTTACATTGGTGGGGATGGAACTCTGCGGCAGTGA  

(SEQ ID NO: 635) (фиг. 10а). 

кДНК Ppp2r2d дикого типа и мутантную кДНК Ppp2r2d клонировали в модифицированном векторе 

pLKO.3 с последовательностью пептида "перескакивания" рибосомы 2A-GFP (что приводило к стехио-

метрической экспрессии Ppp2r2d и GFP в клетках). Конструкции вводили в клетки тимомы EL4. GFP-

экспрессирующие клетки EL4 сортировали для очистки и затем трансдуцировали лентивирусными век-

торами для мшРНК LacZ или Ppp2r2d, осуществляющими экспрессию репортера Thy1.1. мшРНК-

трансдуцированные (Thy1.1
+
) клетки анализировали с использованием проточной цитометрии в отноше-
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нии экспрессии GFP. мшРНК Ppp2r2d снижала уровни GFP в случае Ppp2r2d дикого типа. мшРНК 

Ppp2r2d была неспособна снижать экспрессию репортера GFP в клетках, экспрессирующих мутантную 

кДНК Ppp2r2d, что свидетельствует о том, что связывающий мшРНК сайт был успешно подвергнут му-

тации (фиг. 10а). 

Экспрессия мутантной кДНК Ppp2r2d также предотвращала появление фенотипа, индуцируемого 

мшРНК Ppp2r2d (фиг. 10b). мшРНК Ppp2r2d клонировали в конструкции мутантная кДНК  

Ppp2r2d-2A-GFP, которая приводила к совместной экспрессии мшРНК Ppp2r2d и мутантной кДНК 

Ppp2r2d с одного вектора. Т-клетки OT-I отдельно инфицировали лентивирусами, кодирующими мшРНК 

LacZ (Thy1.1), мшРНК Ppp2r2d (аметрин) или мшРНК Ppp2r2d плюс мутантную кДНК Ppp2r2d (GFP) 

(фиг. 10b). Затем три указанные популяции смешивали в одном и том же соотношении и инъецировали 

мышам, несущим 14-дневные опухоли B16-Ova. На 7 день каждую популяцию Т-клеток количественно 

оценивали в опухолях и селезенках, пропуская Т-клетки OT-I (CD8
+
Vα2

+
Vβ5

+
), с последующим анали-

зом популяций, для которых характерна экспрессия Thy1.1, аметрина или GFP. Процентное содержание 

каждой популяции Т-клеток в опухолях и селезенках оценивали, пропуская Т-клетки Vα2
+
Vβ5

+
; транс-

дуцированные клетки выявляли на основе экспрессии флуоресцирующих репортеров Thy1.1 или амет-

рин/GFP и результаты показаны на фиг. 10b (типичные данные из двух независимых экспериментов, n=3 

мыши на эксперимент). 

На фиг. 10с представлен ПЦР-анализ в реальном времени экспрессии Ppp2r2d в Т-клетках OT-I, 

трансдуцированных мшРНК LacZ, мшРНК Ppp2r2d и мшРНК Ppp2r2d плюс мутантной кДНК Ppp2r2d. 

Также мшРНК Ppp2r2d с наиболее высокой активностью in vivo была ассоциирована с наиболее низкими 

уровнями мРНК Ppp2r2d (фиг. 11). 

Анализ на микроматрицах инфильтрующих опухоли Т-клеток, экспрессирующих эксперименталь-

ные или контрольные мшРНК, показал, что каждая мшРНК индуцировала индивидуальный набор изме-

нений генной экспрессии с некоторым перекрыванием между конкретными мшРНК (фиг. 12a-12c). Два 

гена (Egr2 и Ptpn2) имели известные функции в Т-клетках. Обогащение в опухоли по сравнению с селе-

зенкой вычисляли на основе результатов глубокого секвенирования, полученных при вторичном скри-

нинге (фиг. 12а). Кластеризация средних уровней экспрессии мРНК показала, что она значимо регулиру-

ется Т-клетками в селезенках или опухолях, экспрессирующих контрольную мшРНК LacZ или одну из 

пяти экспериментальных мшРНК (фиг. 12b). Значимые различия в экспрессии были определены в Anova 

при значении р<0,01 между Т-клетками, экспрессирующими контрольную мшРНК LacZ или одну из пя-

ти экспериментальных мшРНК (Alk, Arhgap5, Egr2, Ptpn2 или Ppp2r2d) (JMP-Genomics 6.0, SAS Institute 

Inc.). Показаны мРНК, значимо регулируемые в одной или нескольких группах обработки после класте-

ризации (Fast Ward). Фиг. 12с представляет собой диаграмму Венна, показывающую перекрывания меж-

ду профилями экспрессии инфильтрующих опухоли Т-клеток, трансдуцированных одной из пяти экспе-

риментальных мшРНК (профили определены в Anova, p<0,01, как описано выше). Указаны идентифика-

ционные номера перекрывающихся зондов для любого сочетания 5 профилей, которые показаны пере-

крывающимися овалами. Значимость перекрываний по сравнению с перекрываниями, ожидаемыми в 

результате случайного события (точный критерий Фишера) показана в сопровождающей табл. 

Пример 3. Изменения функции Т-клеток, индуцированные Ppp2r2d. 

В случае данного примера оценивали клеточные механизмы, управляющие накоплением Т-клеток 

под действием мшРНК Ppp2r2d в опухолях - особенно инфильтрацией, накоплением и апоптозом  

Т-клеток. Инфильтрацию Т-клеток в опухолях оценивали посредством переноса Т-клеток OT-I CD8, ме-

ченых цитозольным красителем, CFSE. Т-клетки OT-I, экспрессирующие мшРНК Ppp2r2d или LacZ, ме-

тили CFSE и инъецировали мышам, несущим опухоли B16-Ova. Через 24 ч трансдуцированные Т-клетки 

выделяли из опухолей и селезенок и количественно оценивали, используя проточную цитометрию. Т-

клетки OT-I, экспрессирующие мшРНК LacZ или Ppp2r2d, очищали, используя репортер Thy1.1, и куль-

тивировали в полной среде RPMI без добавления цитокинов в течение 24 ч. Живые клетки, выделенные 

центрифугированием в градиенте плотности Ficoll (Sigma), метили CFSE (карбоксифлуоресцеиндиаце-

тат, сукциимидиловый эфир, Invitrogen), и 2×10
6
 меченых клеток инъецировали мышам, несущим 14-

дневные опухоли B16-Ova. Разбавление CFSE количественно оценивали проточной цитометрией во вре-

менной точке 24 ч и через 3, 5 и 7 дней после переноса. Кроме того, осуществляли внутриклеточное ок-

рашивание в 3, 5 и 7 день в отношении IFNγ, TNFα и контролей изотипа (BD). Не выявлено различий в 

частоте трансдуцированных мшРНК Ppp2r2d или LacZ Т-клеток CD8 в опухолях в 1 день, что свидетель-

ствует против наличия значимого влияния на инфильтрацию Т-клеток (фиг. 13а). Однако анализ в более 

поздних временных точках (3 и 5 дни) показал более высокую степень пролиферации (на основании раз-

бавления CFSE) Т-клеток, трансдуцированных мшРНК Ppp2r2d, по сравнению с Т-клетками, трансдуци-

рованными мшРНК LacZ (фиг. 13b, фиг. 20a). Т-клетки, трансдуцированные мшРНК Ppp2r2d, также про-

дуцировали более высокие уровни интерферона-γ, цитокина, важного для противоопухолевого иммуни-

тета (фиг. 13е). Действие Ppp2r2d было в пути ниже активации Т-клеточных рецепторов, поскольку на-

копление Т-клеток усиливалось в опухолях и в меньшей степени в дренирующих опухоли лимфатиче-

ских узлах. Напротив, не наблюдали накопления в нерелевантных лимфатических узлах или селезенке, 
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где соответствующий антиген не презентируется Т-клеткам (фиг. 15). Значительную степень накопления 

Т-клеток наблюдали даже в случае Т-клеток, трансдуцированных мшРНК LacZ (полное разбавление кра-

сителя CFSE на 7 день), несмотря на присутствие небольших количеств таких клеток в опухолях. Это 

свидетельствует о том, что Т-клетки, трансдуцированные мшРНК LacZ, утрачиваются в результате апоп-

тоза. Действительно, более высокое процентное содержание инфильтрующих опухоли Т-клеток, было 

мечено антителом, специфичным для активной каспазы-3, когда была экспрессирована контрольная 

мшРНК LacZ (а не мшРНК Ppp2r2d) (фиг. 13g, фиг. 20b). Кроме того, совместное культивирование  

Т-клеток CD8 с клетками опухоли B16-Ova показало, что большинство Т-клеток, экспрессирующих 

мшРНК LacZ, становятся апоптозными (65,7%), тогда как большинство Т-клеток, трансдуцированных 

мшРНК Ppp2r2d, были жизнеспособными (89,5%, фиг. 13с). 

Т-клетки OT-I, экспрессирующие мшРНК LacZ или Ppp2r2d, очищали на основе экспрессии Thy1.1 

и метили CFSE, как описано выше. Т-клетки OT-I, меченые CFSE (1×10
5
), культивировали совместно с 

5×10
4
 клеток B16-Ova на лунку в 96-луночном планшете в течение 72 ч. Перед анализом на клетки  

B16-Ova воздействовали 1 нг/мл IFNγ в течение 48 ч (чтобы индуцировать МНС класса I, который не 

экспрессируется in vitro) и промывали три раза. Апоптоз Т-клеток OT-I выявляли, используя мечение 

аннексином V клеток CD8
+
 (фиг. 13с). Внутриклеточное окрашивание фосфо-AKT (Ser473), фосфо-Bad 

(Ser 112), Bcl-2 и контроля изотипа осуществляли во временной точке 48 ч, используя набор для внутри-

клеточного окрашивания BD. Совместное культивирование Т-клеток CD8 с опухолевыми клетками  

B16-Ova действительно показало, что большинство Т-клеток, экспрессирующих мшРНК LacZ, были 

апоптозными (65,7%), тогда как большинство Т-клеток, трансдуцированных мшРНК Ppp2r2d, были жи-

выми (89,5%, фиг. 13с). Сходный фенотип наблюдали в том случае, когда Т-клетки, экспрессирующие 

мшРНК Ppp2r2d и LacZ, стимулировали иммобилизованным CD3-антителом в отсутствие костимуляции 

CD28 (фиг. 14). В частности, клетки B16-Ova (2×10
5
) инъецировали подкожно самкам мышей C57BL/6 

(10-недельного возраста). На 12 день мышей, несущих опухоли сходного размера, делили на 7 групп (7-8 

мышей/группу). Активированные анти-CD3/CD28-шариками Т-клетки CD4 TRP-1 или/и CD8 OT-I, ин-

фицированные векторами для мшРНК Ppp2r2d или LacZ (2×10
6
 Т-клеток в каждом случае), инъецирова-

ли внутривенно на 12 день и 17 день. Для лечения опухолей В16 мышей обрабатывали на 10 день акти-

вированными анти-CD3/CD28-шариками Т-клетками CD4 TRP-1 и CD8 pmel-1, экспрессирующими 

мшРНК Ppp2r2d или LacZ (3×10
6
 Т-клеток в каждом случае). Размер опухолей измеряли каждые три дня 

после переноса и рассчитывали в виде произведения длины × ширину. Мышей с опухолями ≥20 мм по 

наибольшей оси умерщвляли. 

Полученные результаты свидетельствовали о возможности того, что Т-клетки CD8, трансдуциро-

ванные мшРНК Ppp2r2d, могут быть способны пролиферировать и выживать даже в том случае, когда 

они распознают свой антиген, непосредственно презентированный опухолевыми клетками B16-Ova. Та-

кую идею проверяли, используя имплантацию опухолевых клеток мышам b2m-/-, которые дефицитны по 

экспрессии белков МНС класса I [24]. У некоторых мышей только опухолевые клетки, но не профессио-

нальные антигенпрезентирующие клетки хозяина могли презентировать опухолевые антигены  

Т-клеткам. Действительно, в случае Т-клеток OT-I CD8, трансдуцированных мшРНК Ppp2r2d, наблюдали 

массивное накопление в опухолях B16-Ova у мышей b2m-/- (фиг. 12f), тогда как очень небольшие коли-

чества Т-клеток присутствовали в контралатеральных опухолях B16, в которых отсутствовала экспрессия 

антигена Ova. Таким образом, Т-клетки, экспрессирующие мшРНК Ppp2r2d, могли эффективно пролифе-

рировать и выживать в ответ на опухолевые клетки, несмотря на отсутствие подходящих костимули-

рующих сигналов и ингибирующего микроокружения. 

Анализ ex vivo инфильтрующих опухоли Т-клеток на уровне одной клетки с использованием уст-

ройства с нанолунками также продемонстрировал, что сайленсинг Ppp2r2d повышал продукцию цитоки-

нов Т-клетками (фиг. 21a-21c). Т-клетки активировали в течение 3 ч CD3/CD28-антителами на липидных 

бислоях с последующим улавливанием цитокинов в течение 1 ч на покрытых антителами предметных 

стеклах. В случае Т-клеток CD8 наблюдали более высокую скорость секреции IFNγ, IL-2 и GM-CSF, и 

большую долю Т-клетки с более чем одним цитокином (фиг. 21b, 21c). Присутствие большего числа 

IFNγ-продуцирующих Т-клеток подтверждали с использованием внутриклеточного окрашивания цито-

кинов (фиг. 21d, 20). 

Фосфатаза РР2А состоит из каталитической и каркасной субъединиц, и ее субстратная специфич-

ность определяется одной из множества регуляторных субъединиц [7]. Ppp2r2d направляет РР2А к суб-

стратам Cdk1 во время интерфазы и анафазы; при этом он ингибирует вход в митоз и индуцирует выход 

из митоза [25]. РР2А играет роль охранника для BAD-опосредованного апоптоза. Фосфорилированный 

BAD секвестрируется в своей неактивной форме в цитозоле посредством 14-3-3, тогда как дефосфорили-

рованный BAD направляется в митохондрии, где он вызывает гибель клетки за счет связывания Bcl-XL и 

Bcl-2 [26]. Также было показано, что фосфатазы РР2А взаимодействуют с цитоплазматическими доме-

нами CD28 и CTLA-4, а также Carmal (выше пути NF-κB), но не известно, какие регуляторные субъеди-

ницы необходимы для таких активностей; в настоящее время нет Ppp2r2d-антител, подходящих для тре-

буемых биохимических исследований. 
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Пример 4. Сайленсинг Ppp2r2d усиливает противоопухолевую активность Т-клеток CD4 и CD8. 

Оценивали способность мшРНК Ppp2r2d усиливать эффективность адоптивной Т-клеточной тера-

пии. Опухолевые клетки B16-Ova (2×10
5
) инъецировали подкожно самкам мышей C57BL/6  

(10-недельного возраста). На 12 день мышей, несущих опухоли сходного размера, делили на семь групп 

(7-8 мышей/группу), которые либо не получали Т-клеток, либо получали 2×10
6
 мшРНК-

трансдуцированных Т-клеток TRP-1 CD4, 2×10
6
 мшРНК-инифицированных Т-клеток OT-I CD8 или и 

CD4- и CD8- Т-клетки (12 день и 17 день). В соответствии с группой активированные анти-CD3/CD28-

шариками Т-клетки CD4 TRP-1 и/или CD8 OT-I, инфицированные мшРНК Ppp2r2d или LacZ (2×10
6
  

Т-клеток в каждом случае) инъецировали внутривенно на 12 день и 17 день. Для лечения опухолей В16 

мышей обрабатывали на 10 день активированными анти-CD3/CD28-шариками Т-клетками CD4 TRP-1 и 

CD8 pmel-1, экспрессирующими мшРНК Ppp2r2d или LacZ (3×10
6
 Т-клеток в каждом случае). Размер 

опухолей измеряли каждые три дня после переноса и рассчитывали в виде произведения длины × шири-

ну. Мышей с опухолями ζ20 мм по наибольшей оси умерщвляли. Ppp2r2d-сайленсинг улучшал терапев-

тическую активность Т-клеток CD4 и CD8, и наблюдали синергетический эффект в том случае, когда 

совместно вводили трансдуцированные мшРНК Ppp2r2d T-клетки CD4 и CD8 (фиг. 16a, 16b). мшРНК 

Ppp2r2d также усиливала противоопухолевые ответы при введении в Т-клетки, специфичные по отноше-

нию к эндогенным опухолевым антигенам (Т-клетки pmel-1 CD8 и Т-клетки TRP-1 CD4) (фиг. 16с). 

Т-клетки с сайленсингом Ppp2r2d приобретали эффекторный фенотип в опухолях (фиг. 22а), и 

>30% клеток экспрессировали гранзим В (фиг. 23а). В соответствии с сильно повышенными количества-

ми таких эффекторных Т-клеток в опухолях (фиг. 23b) TUNEL-окрашивание показало повышенный 

апоптоз в опухолях, когда присутствовали Т-клетки, экспрессирующие мшРНК Ppp2r2d, а не LacZ  

(фиг. 23с). Меланомы В16 являются высокоагрессивными опухолями, отчасти вследствие того, что экс-

прессия МНС класса I очень низкая. Интересно, что Т-клетки, экспрессирующие мшРНК Ppp2r2d, но не 

мшРНК LacZ, значимо повышали экспрессию МНС класса I (H-2Kb) в опухолевых клетках (фиг. 23d), 

возможно вследствие наблюдаемого повышения секреции IFNγ Т-клетками (фиг. 21a-21c, фиг. 13е). 

мшРНК Ppp2r2d не снижала экспрессию ингибирующих рецепторов PD-1 или LAG-3 инфильтрующими 

опухоли Т-клетками, демонстрируя, что механизм ее действия отличается от механизмов, известных не-

гативных регуляторов Т-клеточной функции (фиг. 22b). Такой факт свидетельствует о комбинированных 

подходах, нацеленных на такие внутриклеточные молекулы и молекулы клеточной поверхности. 

Полученные результаты доказывают возможность обнаружения in vivo новых мишеней для имму-

нотерапии в сложном тканевом микроокружении. Авторы изобретения показали, что можно обнаружи-

вать гены с разным действием в тканях, что проиллюстрировано накоплением Т-клеток в опухолях, по 

сравнению с вторичными лимфоидными органами. В случае генов с избирательным для тканей действи-

ем накопление и жизнеспособность Т-клеток вероятно находятся под контролем Т-клеточного рецептора 

и поэтому не происходит в тканях, в которых отсутствует презентация соответствующего антигена. Мо-

жет быть предусмотрено множество вариантов способа, представленного в настоящем описании, для 

исследования регуляции конкретных функций иммунных клеток in vivo. Например, флуоресцирующие 

репортеры экспрессии цитокинов или цитотоксических молекул (гранзим В, перфорин) могут быть 

включены в способ, предложенный авторами изобретения, для обнаружения генов, которые контроли-

руют важные эффекторные функции Т-клеток в опухолях. 

Целенаправленное воздействие на ключевые регуляторные переключатели может обеспечить новые 

подходы к модификации активности Т-клеток в злокачественной опухоли и при других патологиях. Эф-

фективность такой основанной на Т-клетках терапии может быть повышена за свет мшРНК-

опосредованного сайленсинга генов, которые ингибируют Т-клеточную функцию в микроокружении 

опухоли. 

Другие варианты осуществления. 

Следует понимать, что, хотя изобретение представлено вместе с его подробным описанием, приве-

денное выше описание предназначено для иллюстрации, а не для ограничения объема изобретения, ко-

торый определен прилагаемой формулой изобретения. Другие аспекты, преимущества и модификации 

входят в объем следующей далее формулы изобретения. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Т-клетка, обладающая специфичностью по отношению к опухоли, содержащая вектор, содержа-

щий последовательность, кодирующую мшРНК, при этом мшРНК содержит 15 непрерывно следующих 

друг за другом нуклеотидов, комплементарных последовательности нуклеиновой кислоты  

SEQ ID NO: 604, для сайленсинга гена, ингибирующего функцию Т-клеток. 

2. Т-клетка по п.1, причем Т-клетка выбрана из группы, состоящей из инфильтрующего опухоль 

лимфоцита (TIL), Т-клетки природного киллера (NKT), цитотоксического Т-лимфоцита (CTL) и Т-клетки 

CD4. 

3. Т-клетка по п.1, причем Т-клетка экспрессирует специфичный для опухоли Т-клеточный рецептор. 

4. Т-клетка по п.1, причем Т-клетка дополнительно содержит вектор, кодирующий химерный ре-

цептор антигена (CAR), при этом CAR содержит антигенсвязывающий домен, трансмембранный домен и 

стимулирующий домен. 

5. Т-клетка по п.1, в которой последовательность мшРНК снижает экспрессию Ppp2r2d. 

6. Т-клетка по п.1, в которой мшРНК выбрана из зависимой от расщепления мшРНК или не зависи-

мой от расщепления мшРНК. 

7. Т-клетка по п.4, в которой антигенсвязывающий домен связывает опухолевый антиген или пато-

генный антиген. 

8. Т-клетка по п.7, в которой опухолевый антиген выбран из группы, состоящей из специфичного 

для простаты мембранного антигена (PSMA), раково-эмбрионального антигена (СЕА), CD19, CD20, 

CD22, ROR1, мезотелина, CD333/IL3Ra, с-Met, гликолипида F77, EGFRvIII, GD-2, NY-ESO-1 TCR, 

ERBB2, BIRC5, СЕАСАМ5, WDR46, BAGE, CSAG2, DCT, MAGED4, GAGE1, GAGE2, GAGE3, GAGE4, 

GAGE5, GAGE6, GAGE7, GAGE8, IL13RA2, MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEA6, 

MAGEA9, MAGEA10, MAGEA12, MAGEB1, MAGEB2, MAGEC2, TP53, TYR, TYRP1, SAGE1, SYCP1, 

SSX2, SSX4, KRAS, PRAME, NRAS, ACTN4, CTNNB1, CASP8, CDC27, CDK4, EEF2, FN1, HSPA1B, 

LPGAT1, ME1, HHAT, TRAPPC1, MUM3, MYO1B, PAPOLG, OS9, PTPRK, TPI1, ADFP, AFP, AIM2, 

ANXA2, ART4, CLCA2, CPSF1, PPIB, EPHA2, EPHA3, FGF5, CA9, TERT, MGAT5, CEL, F4.2, CAN, 

ETV6, BIRC7, CSF1, OGT, MUC1, MUC2, MUM1, CTAG1A, CTAG2, CTAG, MRPL28, FOLH1, RAGE, 

SFMBT1, KAAG1, SART1, TSPYL1, SART3, SOX10, TRG, WT1, TACSTD1, SILV, SCGB2A2, MC1R, 

MLANA, GPR143, OCA2, KLK3, SUPT7L, ARTC1, BRAF, CASP5, CDKN2A, UBXD5, EFTUD2, GPNMB, 

NFYC, PRDX5, ZUBR1, SIRT2, SNRPD1, HERV-K-MEL, CXorf61, CCDC110, VENTXP1, SPA17, KLK4, 

ANKRD30A, RAB38, CCND1, CYP1B1, MDM2, MMP2, ZNF395, RNF43, SCRN1, STEAP1, 707-AP, 

TGFBR2, PXDNL, AKAP13, PRTN3, PSCA, RHAMM, ACPP, ACRBP, LCK, RCVRN, RPS2, RPL10A, 

SLC45A3, BCL2L1, DKK1, ENAH, CSPG4, RGS5, BCR, BCR-ABL, ABL-BCR, DEK, DEK-CAN, ETV6-

AML1, LDLR-FUT, NPM1-ALK1, PML-RARA, SYT-SSX1, SYT-SSX2, FLT3, ABL1, AML1, LDLR, FUT1, 

NPM1, ALK, PML1, RARA, SYT, SSX1, MSLN, UBE2V1, HNRPL, WHSC2, EIF4EBP1, WNK2, OAS3, 

BCL-2, MCL1, CTSH, ABCC3, BST2, MFGE8, TPBG, FMOD, XAGE1, RPSA, COTL1, CALR3, PA2G4, 
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EZH2, FMNL1, HPSE, APC, UBE2A, BCAP31, TOP2A, TOP2B, ITGB8, RPA1, ABI2, CCNI, CDC2, SEPT2, 

STAT1, LRP1, ADAM17, JUP, DDR1, ITPR2, HMOX1, TPM4, BAAT, DNAJC8, TAPBP, LGALS3BP, 

PAGE4, PAK2, CDKN1A, PTHLH, SOX2, SOX11, TRPM8, TYMS, ATIC, PGK1, SOX4, TOR3A, TRGC2, 

BTBD2, SLBP, EGFR, IER3, TTK, LY6K, IGF2BP3, GPC3, SLC35A4, HSMD, H3F3A, ALDH1A1, MFI2, 

MMP14, SDCBP, PARP12, MET, CCNB1, PAX3-FKHR, PAX3, FOXO1, XBP1, SYND1, ETV5, HSPA1A, 

HMHA1, TRIM68 и любого их сочетания. 

9. Т-клетка по п.4, в которой антигенсвязывающий домен является антигенсвязывающим фрагмен-

том антитела. 

10. Т-клетка по п.9, в которой антигенсвязывающим фрагментом является Fab или scFv. 

11. Т-клетка по п.4, в которой CAR дополнительно содержит костимулирующий домен. 

12. Т-клетка по п.4, в которой вектор представляет собой плазмиду, ретровирусный вектор или лен-

тивирусный вектор. 

13. Выделенная нуклеиновая кислота, кодирующая химерный рецептор антигена (CAR) и последо-

вательность, кодирующую мшРНК, причем мшРНК содержит 15 непрерывно следующих друг за другом 

нуклеотидов, комплементарных последовательности нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 604, и причем 

CAR содержит антигенсвязывающий домен, трансмембранный домен, стимулирующий домен и кости-

мулирующий домен. 

14. Выделенная нуклеиновая кислота по п.13, в которой последовательность мшРНК снижает экс-

прессию Ppp2r2d. 

15. Выделенная нуклеиновая кислота по п.14, причем антигенсвязывающий домен представляет со-

бой антигенсвязывающий фрагмент антитела. 

16. Выделенная нуклеиновая кислота по п.15, причем антигенсвязывающим фрагментом является 

Fab или scFv. 

17. Выделенная нуклеиновая кислота по п.13, причем антигенсвязывающий домен связывает опу-

холевый антиген. 

18. Выделенная нуклеиновая кислота по п.17, причем опухолевый антиген ассоциирован с мелано-

мой, карциномой, саркомами, аденокарциномой, лимфомой, лейкозом, раком почки, молочной железы, 

легкого, мочевого пузыря, ободочной кишки, яичника, простаты, поджелудочной железы, желудка, го-

ловного мозга, головы и шеи, кожи, матки, семенников, глиомой, раком пищевода и печени. 

19. Выделенная нуклеиновая кислота по п.17, причем опухолевый антиген ассоциирован с солидной 

опухолью или лимфоидной опухолью. 

20. Вектор для сайленсинга гена, ингибирующего функцию Т-клеток, содержащий нуклеиновую 

кислоту по п.13. 

21. Вектор по п.20, представляющий собой плазмиду, лентивирусный вектор, ретровирусный век-

тор, аденовирусный вектор, вектор на основе аденоассоциированного вируса. 

22. Вектор по п.20, в котором последовательность, кодирующая мшРНК, оперативно связана с про-

мотором РНК-полимеразы II или промотором РНК-полимеразы III. 

23. Т-клетка для сайленсинга гена, ингибирующего функцию Т-клеток, содержащая нуклеиновую 

кислоту по п.13. 

24. Т-клетка по п.23, причем Т-клетка является специфичной для опухоли. 

25. Т-клетка по п.24, причем Т-клетка выбрана из группы, состоящей из инфильтрующего опухоль 

лимфоцита (TIL), Т-клетки природного киллера (NKT), цитотоксического Т-лимфоцита (CTL) и Т-клетки 

CD4. 

26. Композиция для сайленсинга гена, ингибирующего функцию Т-клеток, содержащая Т-клетку по 

п.1 или 23 и фармацевтически приемлемый носитель. 

27. Композиция по п.26, дополнительно содержащая ингибитор Ppp2r2d, Eif2ak3, Arhgap5, Smad2, 

Akap81, Rbks, Egr2, Dgka, Cblb, Mdfic, Entpd1, Dgkz, Vamp7, Hipk1, Nuak2, Alk, Pdzklip1, Inpp5b, Socs1, 

Jun, Nptxr, Socs3, F11r, Fyn, Ypel2, Pkd1, Grk6, Cdkn2a, Sbf1, Ipmk, Rock1, Stk17b, Mast2, Pdp1, Yes1, Met, 

Ppm1g, Blvrb, Tnk1, Prkab2, Trpm7 или Ppp3cc. 

28. Композиция по п.26, в которой Т-клетка является Т-клеткой CD8
+
 или CD4

+
. 

29. Композиция по п.26, в которой Т-клетка выбрана из группы, состоящей из инфильтрующего 

опухоль лимфоцита (TIL), T-клетки природного киллера (NKT), цитотоксического Т-лимфоцита (CTL) и 

Т-клетки CD4, где антиген является опухолевым антигеном или патогенным антигеном. 

30. Композиция по п.26, в которой Т-клетка включает Т-клетку человека. 

31. Т-клетка по п.1, в которой последовательность мшРНК снижает экспрессию гена, выбранного из 

группы, состоящей из Cblb, Dgka, Dgkz, Entpd1, Fyn, Ptpn2, Smad2, Socs1 или Socs3. 

32. Применение Т-клетки по п.1 для лечения злокачественной опухоли у пациента на основе сай-

ленсинга генов, которые ингибируют Т-клеточную функцию, причем Т-клетка содержит вектор, коди-

рующий специфичный для опухоли Т-клеточный рецептор или химерный рецептор антигена (CAR). 

33. Применение по п.32, в котором CAR содержит антигенсвязывающий домен, трансмембранный 

домен, стимулирующий домен и костимулирующий домен. 

34. Применение по п.32, в котором вектор представляет собой плазмиду, лентивирусный вектор, ре-
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тровирусный вектор, аденовирусный вектор, вектор на основе аденоассоциированного вируса. 

35. Способ получения Т-клетки, обладающей специфичностью по отношению к опухоли и повы-

шенной резистентностью к иммуносупрессии, включающий 

получение Т-клетки, обладающей специфичностью по отношению к опухоли; и 

введение в клетку вектора, содержащего последовательность, кодирующую мшРНК, 

причем мшРНК содержит 15 непрерывно следующих друг за другом нуклеотидов, комплементар-

ных последовательности нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 604. 

36. Способ по п.35, в котором иммунореактивная клетка выбрана из группы, состоящей из ин-

фильтрующего опухоль лимфоцита (TIL), Т-клетки природного киллера (NKT), цитотоксического  

Т-лимфоцита (CTL) и Т-клетки CD4. 

37. Способ по п.35, в котором Т-клетка экспрессирует специфичный для опухоли Т-клеточный ре-

цептор. 

38. Способ по п.35, в котором Т-клетка содержит вектор, кодирующий химерный рецептор антигена 

(CAR), причем CAR содержит антигенсвязывающий домен, трансмембранный домен и стимулирующий 

домен. 

39. Способ по п.35, в котором последовательность мшРНК снижает экспрессию гена Ppp2r2d. 

40. Способ по п.35, в котором мшРНК выбрана из зависимой от расщепления мшРНК или не зави-

симой от расщепления мшРНК. 

41. Т-клетка по п.1 или 23, в которой последовательность, кодирующая мшРНК, содержит первую 

последовательность, содержащую 15-25 нуклеотидов, комплементарных SEQ ID NO: 604, и вторую по-

следовательность, которая обратно комплементарна первой последовательности с одним несовпадением 

или без несовпадений, и третью последовательность длиной 5-9 нуклеотидов, расположенную между 

первой и второй последовательностями. 

42. Т-клетка по п.41, в которой первая последовательность содержит 19-25 нуклеотидов, компле-

ментарных SEQ ID NO: 604. 

43. Т-клетка по п.41, в которой вторая последовательность полностью комплементарна первой по-

следовательности. 

44. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.13, в которой последовательность, кодирую-

щая мшРНК, содержит первую последовательность, содержащую 15-25 нуклеотидов, комплементарных 

SEQ ID NO: 604, и вторую последовательность, которая обратно комплементарна первой последователь-

ности с одним несовпадением или без несовпадений, и третью последовательность длиной 5-9 нуклеоти-

дов, расположенную между первой и второй последовательностями. 

45. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.44, в которой первая последовательность со-

держит 19-25 нуклеотидов, комплементарных SEQ ID NO: 604. 

46. Выделенная молекула нуклеиновой кислоты по п.44, в которой вторая последовательность пол-

ностью комплементарная первой последовательности. 
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