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Перекрестная ссылка 

Заявка на настоящий патент испрашивает приоритет согласно предварительной заявке на патент 
США № 62/163342, поданной 18 мая 2015 г., которая полностью включена в настоящее изобретение по-
средством ссылки. 

Уровень техники 

Большинство пациентов с гематологическими злокачественными опухолями или солидными опу-
холями на поздней стадии не излечиваются с использованием стандартной терапии. Кроме того, тради-
ционные способы лечения часто имеют серьезные побочные эффекты. Были предприняты многочислен-
ные попытки задействовать иммунную систему пациента для отторжения раковых клеток, этот подход 
обобщенно называется иммунотерапией рака. Однако ряд обстоятельств затрудняет достижение клини-
ческой эффективности. Несмотря на то что были выявлены сотни так называемых опухолевых антиге-
нов, они часто происходят из аутоантигенов и, соответственно, могут направлять иммунотерапию рака 
против здоровой ткани или обладают низкой иммуногенностью. Кроме того, раковые клетки используют 
множество механизмов, чтобы сделать себя невидимыми или враждебными по отношению к инициации 
и распространению иммунной атаки в результате действия иммунотерапевтических способов лечения 
рака. Последние разработки с использованием терапии на основе аутологичных Т-клеток, модифициро-
ванных химерным антигенным рецептором (CAR), которая опирается на перенаправление генетически 
модифицированных Т-клеток на подходящую молекулу на поверхности раковых клеток, демонстрируют 
обнадеживающие результаты в использовании возможностей иммунной системы для лечения B-
клеточных злокачественных опухолей (см., например, Sadelain et al., Cancer Discovery 3:388-398 (2013)). 
Клинические результаты, полученные при использовании CD19-специфичных CAR Т-клеток (называе-
мых CTL019), продемонстрировали полную ремиссию у пациентов, страдающих хроническим лимфоб-
ластным лейкозом (CLL), а также при детском остром лимфобластном лейкозе (ALL) (см., например, 
Kalos et al., Sci Transl Med 3:95ra73 (2011), Porter et al., NEJM 365:725-733 (2011), Grupp et al., NEJM 
368:1509-1518 (2013)). Альтернативный подход заключается в применении альфа-цепи и бета-цепи Т-
клеточного рецептора (TCR), выбранных на основании специфичности в отношении ассоциированного с 
опухолью пептидного антигена, для генетической модификации аутологичных Т-клеток. Указанные цепи 
TCR будут образовывать полные комплексы TCR и обеспечат получение Т-клеток, несущих TCR со вто-
рым видом определенной специфичности. Обнадеживающие результаты были получены при использо-
вании модифицированных аутологичных Т-клеток, экспрессирующих NY-ESO-1-специфичные альфа-
цепи и бета-цепи TCR, у пациентов с синовиальной карциномой. Помимо способности генетически мо-
дифицированных Т-клеток, экспрессирующих CAR или второй TCR, распознавать и вызывать гибель 
соответствующих клеток-мишеней в условиях in vitro/ex vivo, успешное лечение пациентов с использо-
ванием модифицированных Т-клеток требует наличия Т-клеток, которые способны к сильной активации, 
пролиферации и устойчивости в течение продолжительного периода времени и, в случае рецидивирую-
щего заболевания, генерации ответа "памяти". Высокая и контролируемая клиническая эффективность Т-
клеток, несущих CAR, в настоящее время ограничена CD19-положительными В-клеточными злокачест-
венными опухолями и возможностью применения у пациентов с синовиальной саркомой, экспресси-
рующей пептид NY-ESO-1 и HLA-A2. Существует очевидная потребность в улучшении генетически мо-
дифицированных Т-клеток для более широкого применения против различных злокачественных опухо-
лей человека. В настоящем изобретении предложены новые гибридные белки субъединиц TCR, включая 
CD3-эпсилон, CD3-гамма и CD3-дельта, а также альфа-цепи и бета-цепи TCR со связывающими домена-
ми, специфичными в отношении клеточных поверхностных антигенов, которые могут преодолеть огра-
ничения существующих подходов. В настоящем изобретении предложены новые гибридные белки, кото-
рые более эффективно вызывают гибель клеток-мишеней, чем CAR, однако высвобождают сопостави-
мые или более низкие уровни провоспалительных цитокинов. Указанные гибридные белки и способы их 
применения обеспечивают преимущества для TFP по сравнению с CAR, поскольку повышенные уровни 
указанных цитокинов связаны с ограничивающей дозу токсичностью для ряда видов адоптивной CAR-T 
терапии. 

Краткое описание изобретения 

В настоящем изобретении предложены гибридные белки (TFP) Т-клеточного рецептора (TCR), Т-
клетки, модифицированные для экспрессии одного или более TFP, и способы их применения для лечения 
заболеваний. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула рекомби-
нантной нуклеиновой кислоты, кодирующая гибридный белок (TFP) T-клеточного рецептора (TCR), со-
держащий субъединицу TCR, содержащую по меньшей мере часть внеклеточного домена TCR, и внут-
риклеточный домен TCR, содержащий стимулирующий домен из внутриклеточного сигнального домена 
CD3-эпсилон; и домен антитела человека или гуманизированного антитела, содержащий антигенсвязы-
вающий домен, причем указанная субъединица TCR и домен антитела функционально связаны и при 
этом указанный TFP встраивается в TCR при экспрессии в Т-клетке. Согласно одному аспекту в настоя-
щем изобретении предложена выделенная молекула рекомбинантной нуклеиновой кислоты, кодирующая 
гибридный белок (TFP) T-клеточного рецептора (TCR), содержащий субъединицу TCR, содержащую по 
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меньшей мере часть внеклеточного домена TCR, и внутриклеточный домен TCR, содержащий стимули-
рующий домен из внутриклеточного сигнального домена CD3-гамма; и домен антитела человека или 
гуманизированного антитела, содержащий антигенсвязывающий домен, причем указанная субъединица 
TCR и домен антитела функционально связаны и при этом указанный TFP встраивается в TCR при экс-
прессии в Т-клетке. Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молеку-
ла рекомбинантной нуклеиновой кислоты, кодирующая гибридный белок (TFP) T-клеточного рецептора 
(TCR), содержащий субъединицу TCR, содержащую по меньшей мере часть внеклеточного домена TCR, 
и внутриклеточный домен TCR, содержащий стимулирующий домен из внутриклеточного сигнального 
домена CD3-дельта; и домен антитела человека или гуманизированного антитела, содержащий антиген-
связывающий домен, причем указанная субъединица TCR и домен антитела функционально связаны и 
при этом указанный TFP встраивается в TCR при экспрессии в Т-клетке. Согласно одному аспекту в на-
стоящем изобретении предложена выделенная молекула рекомбинантной нуклеиновой кислоты, коди-
рующая гибридный белок (TFP) T-клеточного рецептора (TCR), содержащий субъединицу TCR, содер-
жащую по меньшей мере часть внеклеточного домена TCR, и внутриклеточный домен TCR, содержащий 
стимулирующий домен из внутриклеточного сигнального домена TCR-альфа; и домен антитела человека 
или гуманизированного антитела, содержащий антигенсвязывающий домен, причем указанная субъеди-
ница TCR и домен антитела функционально связаны и при этом TFP встраивается в TCR при экспрессии 
в Т-клетке. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула рекомби-
нантной нуклеиновой кислоты, кодирующая гибридный белок (TFP) T-клеточного рецептора (TCR), со-
держащий субъединицу TCR, содержащую по меньшей мере часть внеклеточного домена TCR, и внут-
риклеточный домен TCR, содержащий стимулирующий домен из внутриклеточного сигнального домена 
TCR-бета; и домен антитела человека или гуманизированного антитела, содержащий антигенсвязываю-
щий домен, причем указанная субъединица TCR и домен антитела функционально связаны и при этом 
TFP встраивается в TCR при экспрессии в Т-клетке. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула рекомби-
нантной нуклеиновой кислоты, кодирующая гибридный белок (TFP) T-клеточного рецептора (TCR), со-
держащий субъединицу TCR и домен антитела человека или гуманизированного антитела, содержащий 
антигенсвязывающий домен, который представляет собой CD19-связывающий домен. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула рекомби-
нантной нуклеиновой кислоты, кодирующая гибридный белок (TFP) T-клеточного рецептора (TCR), со-
держащий субъединицу TCR и домен антитела человека или гуманизированного антитела, содержащий 
антигенсвязывающий домен, который представляет собой домен, связывающий В-клеточный антиген 
созревания (ВСМА). В некоторых случаях субъединица TCR и домен антитела функционально связаны. 
В некоторых случаях TFP встраивается в TCR при экспрессии в Т-клетке. В некоторых случаях кодируе-
мый антигенсвязывающий домен соединен с внеклеточным доменом TCR посредством линкерной по-
следовательности. В некоторых случаях кодируемая линкерная последовательность содержит (G4S)n, где 
n=1-4. В некоторых случаях субъединица TCR содержит внеклеточный домен TCR. В некоторых случаях 
субъединица TCR содержит трансмембранный домен TCR. В некоторых случаях субъединица TCR со-
держит внутриклеточный домен TCR. В некоторых случаях субъединица TCR содержит (i) внеклеточ-
ный домен TCR, (ii) трансмембранный домен TCR, и (iii) внутриклеточный домен TCR, причем по 
меньшей мере два из (i), (ii) и (iii) получены из одной и той же субъединицы TCR. В некоторых случаях 
субъединица TCR содержит внутриклеточный домен TCR, содержащий стимулирующий домен, выбран-
ный из внутриклеточного сигнального домена CD3-эпсилон, CD3-гамма или CD3-дельта, или аминокис-
лотную последовательность, содержащую по меньшей мере одну, две или три модификации. В некото-
рых случаях субъединица TCR содержит внутриклеточный домен, содержащий стимулирующий домен, 
выбранный из функционального сигнального домена 4-1ВВ и/или функционального сигнального домена 
CD3-дзета, или аминокислотную последовательность, содержащую по меньшей мере одну модифика-
цию. В некоторых случаях домен антитела человека или гуманизированного антитела содержит фраг-
мент антитела. В некоторых случаях домен антитела человека или гуманизированного антитела содер-
жит scFv или домен VH. В некоторых случаях выделенная молекула нуклеиновой кислоты кодирует (i) 
гипервариабельный участок (CDR) 1 легкой цепи (LC), LC CDR2 и LC CDR3 аминокислотной последо-
вательности CD19-связывающего домена легкой цепи, которые на 70-100% идентичны последовательно-
стям SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 и SEQ ID NO: 29, соответственно, и/или (ii) CDR1 тяжелой цепи 
(НС), НС CDR2 и НС CDR3 аминокислотной последовательности CD19-связывающего домена тяжелой 
цепи, которые на 70-100% идентичны последовательностям SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33 и SEQ ID 
NO: 35 соответственно. В некоторых случаях выделенная молекула нуклеиновой кислоты кодирует ва-
риабельную область легкой цепи, причем вариабельная область легкой цепи содержит аминокислотную 
последовательность, содержащую по меньшей мере одну, но не более 30 модификаций аминокислотной 
последовательности вариабельной области легкой цепи, представленной в SEQ ID NO: 49, или последо-
вательность, которая на 95-99% идентична аминокислотной последовательности вариабельной области 
легкой цепи, представленной в SEQ ID NO: 49. В некоторых случаях выделенная молекула нуклеиновой 
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кислоты кодирует вариабельную область тяжелой цепи, причем вариабельная область тяжелой цепи со-
держит аминокислотную последовательность, содержащую по меньшей мере одну, но не более 30 моди-
фикаций аминокислотной последовательности вариабельной области тяжелой цепи, представленной в 
SEQ ID NO: 51, или последовательность, которая на 95-99% идентична аминокислотной последователь-
ности вариабельной области тяжелой цепи, представленной в SEQ ID NO: 51. В некоторых случаях вы-
деленная молекула нуклеиновой кислоты кодирует (i) CDR1 легкой цепи (LC), LC CDR2 и LC CDR3 
аминокислотной последовательности ВСМА-связывающего домена легкой цепи, которая на 70-100% 
идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39 и SEQ ID NO: 41, соот-
ветственно, и/или (ii) CDR1 тяжелой цепи (НС), НС CDR2 и НС CDR3 аминокислотной последователь-
ности ВСМА-связывающего домена тяжелой цепи, которая на 70-100% идентична последовательности, 
представленной в SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45 и SEQ ID NO: 47 соответственно. В некоторых случаях 
выделенная молекула нуклеиновой кислоты кодирует вариабельную область легкой цепи, причем вариа-
бельная область легкой цепи содержит аминокислотную последовательность, содержащую по меньшей 
мере одну, но не более 30 модификаций аминокислотной последовательности вариабельной области лег-
кой цепи, представленной в SEQ ID NO: 53, или последовательность, которая на 95-99% идентична ами-
нокислотной последовательности вариабельной области легкой цепи, представленной в SEQ ID NO: 53. 
В некоторых случаях выделенная молекула нуклеиновой кислоты кодирует вариабельную область тяже-
лой цепи, причем вариабельная область тяжелой цепи содержит аминокислотную последовательность, 
содержащую по меньшей мере одну, но не более 30 модификаций аминокислотной последовательности 
вариабельной области тяжелой цепи, представленной в SEQ ID NO: 55, или последовательность, которая 
на 95-99% идентична аминокислотной последовательности вариабельной области тяжелой цепи, пред-
ставленной в SEQ ID NO: 55. В некоторых случаях TFP содержит внеклеточный домен субъединицы 
TCR, который содержит внеклеточный домен или его часть из белка, выбранного из группы, состоящей 
из альфа-цепи TCR, бета-цепи TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, субъединицы CD3-гамма TCR, 
субъединицы CD3-дельта TCR, их функциональных фрагментов и аминокислотных последовательно-
стей, содержащих по меньшей мере одну, но не более 20 модификаций. В некоторых случаях кодируе-
мый TFP содержит трансмембранный домен, который содержит трансмембранный домен белка, выбран-
ного из группы, состоящей из альфа-цепи TCR, бета-цепи TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, субъе-
диницы CD3-гамма TCR, субъединицы CD3-дельта TCR, их функциональных фрагментов и аминокис-
лотных последовательностей, содержащих по меньшей мере одну, но не более 20 модификаций. В неко-
торых случаях кодируемый TFP содержит трансмембранный домен, который содержит трансмембран-
ный домен из белка, выбранного из группы, состоящей из альфа-цепи TCR, бета-цепи TCR, дзета-цепи 
TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, субъединицы CD3-гамма TCR, субъединицы CD3-дельта TCR, 
CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD28, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, 
CD154, их функциональных фрагментов и их аминокислотных последовательностей, содержащих по 
меньшей мере одну, но не более 20 модификаций. В некоторых случаях выделенная молекула нуклеино-
вой кислоты дополнительно содержит последовательность, кодирующую костимулирующий домен. В 
некоторых случаях костимулирующий домен представляет собой функциональный сигнальный домен, 
полученный из белка, выбранного из группы, состоящей из ОХ40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, 
LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) и 4-1ВВ (CD137), и их аминокислотных последовательностей, со-
держащих по меньшей мере одну, но не более 20 модификаций. В некоторых случаях выделенная моле-
кула нуклеиновой кислоты дополнительно содержит лидерную последовательность. В некоторых случа-
ях выделенная молекула нуклеиновой кислоты представляет собой иРНК. 

В некоторых случаях TFP содержит иммунорецепторный тирозиновый активирующий мотив 
(ITAM) субъединицы TCR, которая содержит ITAM или его часть из белка, выбранного из группы, со-
стоящей из субъединицы CD3-дзета TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, субъединицы CD3-гамма 
TCR, субъединицы CD3-дельта TCR, дзета-цепи TCR, цепи рецептора Fc-эпсилон 1, цепи рецептора Fc-
эпсилон 2, цепи рецептора Fc-гамма 1, цепи рецептора Fc-гамма 2а, цепи рецептора Fc-гамма 2b1, цепи 
рецептора Fc-гамма 2b2, цепи рецептора Fc-гамма 3а, цепи рецептора Fc-гамма 3b, цепи рецептора Fc-
бета 1, TYROBP (DAP12), CD5, CD16a, CD16b, CD22, CD23, CD32, CD64, CD79a, CD79B, CD89, CD278, 
CD66d, их функциональных фрагментов и их аминокислотных последовательностей, которые содержат 
по меньшей мере одну, но не более 20 модификаций. В некоторых случаях ITAM заменяет ITAM CD3-
гамма, CD3-дельта или CD3-эпсилон. В некоторых случаях ITAM выбран из группы, состоящей из субъ-
единицы CD3-дзета TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, субъединицы CD3-гамма TCR и субъединицы 
CD3-дельта TCR, и заменяет различные ITAM, выбранные из группы, состоящей из субъединицы CD3-
дзета TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, субъединицы CD3-гамма TCR и субъединицы CD3-дельта 
TCR. 

В некоторых случаях нуклеиновая кислота содержит аналог нуклеотида. В некоторых случаях ана-
лог нуклеотида выбран из группы, состоящей из 2'-О-метил, 2'-О-метоксиэтил (2'-О-МОЕ), 2'-О-
аминопропил, 2'-дезокси, Т-дезокси-2'-фтор, 2'-О-аминопропил (2'-О-АР), 2'-О-диметиламиноэтил (2'-O-
DMAOE), 2'-O-диметиламинопропил (2'-O-DMAP), Т-О-диметиламиноэтилоксиэтил (2'-O-DMAEOE), 2'-
O-N-метилацетамидо (2'-O-NMA)-модифицированной, закрытой нуклеиновой кислоты (LNA), соединен-



035618 

- 4 - 

ной этиленовыми мостиками нуклеиновой кислоты (ENA), пептидной нуклеиновой кислоты (PNA), 1',5'-
ангидрогекситоловой нуклеиновой кислоты (HNA), морфолино, метилфосфонатного нуклеотида, тиол-
фосфонатного нуклеотида и 2'-фтор-N3-Р5'-фосфорамидита. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула полипепти-
да, кодируемая молекулой нуклеиновой кислоты согласно настоящему изобретению. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула TFP, содер-
жащая человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный домен TCR. Согласно одному аспекту в настоящем изобретении 
предложена выделенная молекула TFP, содержащая человеческий или гуманизированный CD19-
связывающий домен, внеклеточный домен, трансмембранный домен и внутриклеточный сигнальный 
домен TCR, причем указанная молекула TFP способна функционально взаимодействовать с эндогенным 
комплексом TCR и/или по меньшей мере одним эндогенным полипептидом TCR. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула TFP, содер-
жащая человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный сигнальный домен TCR, причем указанная молекула TFP спо-
собна функционально интегрироваться в эндогенный комплекс TCR. 

В некоторых случаях выделенная молекула TFP содержит антитело или фрагмент антитела, содер-
жащий человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный домен TCR. В некоторых случаях CD19-связывающий домен 
представляет собой scFv или домен VH. В некоторых случаях CD19-связывающий домен содержит тяже-
лую цепь, которая на 95-100% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ 
ID NO: 51, ее функциональный фрагмент или ее аминокислотную последовательность, содержащую по 
меньшей мере одну, но не более 30 модификаций. В некоторых случаях CD19-связывающий домен со-
держит легкую цепь, которая на 95-100% идентична аминокислотной последовательности, представлен-
ной в SEQ ID NO: 49, ее функциональный фрагмент или ее аминокислотную последовательность, содер-
жащую по меньшей мере одну, но не более 30 модификаций. В некоторых случаях выделенная молекула 
TFP содержит внеклеточный домен TCR, который содержит внеклеточный домен или его часть из белка, 
выбранного из группы, состоящей из альфа-цепи TCR, бета-цепи TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, 
субъединицы CD3-гамма TCR, субъединицы CD3-дельта TCR, их функциональных фрагментов и их 
аминокислотных последовательностей, содержащих по меньшей мере одну, но не более 20 модифика-
ций. В некоторых случаях CD19-связывающий домен соединен с внеклеточным доменом TCR посредст-
вом линкерной последовательности. В некоторых случаях линкерная область содержит (G4S)n, где n=1-4. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула TFP, содер-
жащая человеческий или гуманизированный ВСМА-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный домен TCR. Согласно одному аспекту в настоящем изобретении 
предложена выделенная молекула TFP, содержащая человеческий или гуманизированный ВСМА-
связывающий домен, внеклеточный домен, трансмембранный домен и внутриклеточный сигнальный 
домен TCR, причем указанная молекула TFP способна функционально взаимодействовать с эндогенным 
комплексом TCR и/или по меньшей мере одним эндогенным полипептидом TCR. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена выделенная молекула TFP, содер-
жащая человеческий или гуманизированный ВСМА-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный сигнальный домен TCR, причем указанная молекула TFP спо-
собна функционально интегрироваться в эндогенный комплекс TCR. 

В некоторых случаях выделенная молекула TFP содержит антитело или фрагмент антитела, содер-
жащий человеческий или гуманизированный ВСМА-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный домен TCR. В некоторых случаях ВСМА-связывающий домен 
представляет собой scFv или домен VH. В некоторых случаях ВСМА-связывающий домен содержит тя-
желую цепь, которая на 95-100% идентична аминокислотной последовательности, представленной в SEQ 
ID NO: 55, ее функциональный фрагмент или ее аминокислотную последовательность, содержащую по 
меньшей мере одну, но не более 30 модификаций. В некоторых случаях ВСМА-связывающий домен со-
держит легкую цепь, которая на 95-100% идентична аминокислотной последовательности, представлен-
ной в SEQ ID NO: 53, ее функциональный фрагмент или ее аминокислотную последовательность, содер-
жащую по меньшей мере одну, но не более 30 модификаций. В некоторых случаях выделенная молекула 
TFP содержит внеклеточный домен TCR, который содержит внеклеточный домен или его часть из белка, 
выбранного из группы, состоящей из альфа-цепи TCR, бета-цепи TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, 
субъединицы CD3-гамма TCR, субъединицы CD3-дельта TCR, их функциональных фрагментов и амино-
кислотных последовательностей, содержащих по меньшей мере одну, но не более 20 модификаций. В 
некоторых случаях ВСМА-связывающий домен соединен с внеклеточным доменом TCR посредством 
линкерной последовательности. В некоторых случаях линкерная область содержит (G4S)n, где n=1-4. В 
некоторых случаях выделенная молекула TFP дополнительно содержит последовательность, кодирую-
щую костимулирующий домен. В некоторых случаях выделенная молекула TFP дополнительно содер-
жит последовательность, кодирующую внутриклеточный сигнальный домен. В некоторых случаях выде-
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ленная молекула TFP дополнительно содержит лидерную последовательность. 
Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен вектор, содержащий молекулу нук-

леиновой кислоты, кодирующую TFP согласно настоящему изобретению. В некоторых случаях вектор 
выбран из группы, состоящей из ДНК, РНК, плазмиды, лентивирусного вектора, аденовирусного векто-
ра, вектора на основе вируса саркомы Рауса (RSV) или ретровирусного вектора. В некоторых случаях 
вектор дополнительно содержит промотор. В некоторых случаях вектор представляет собой вектор, 
транскрибируемый в условиях in vitro. В некоторых случаях последовательность нуклеиновой кислоты в 
векторе дополнительно содержит поли(А)-хвост. В некоторых случаях последовательность нуклеиновой 
кислоты в векторе дополнительно содержит 3'-нетранслируемую область (НТО). 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена клетка, содержащая вектор соглас-
но настоящему изобретению. В некоторых случаях клетка представляет собой Т-клетку человека. В не-
которых случаях Т-клетка представляет собой CD8+ или CD4+ Т-клетку. В некоторых случаях клетка 
дополнительно содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую ингибирующую молекулу, которая содер-
жит первый полипептид, который содержит по меньшей мере часть ингибирующей молекулы, связанный 
со вторым полипептидом, который содержит положительный сигнал из внутриклеточного сигнального 
домена. В некоторых случаях ингибирующая молекула содержит первый полипептид, который содержит 
по меньшей мере часть PD1, и второй полипептид, содержащий костимулирующий домен и первичный 
сигнальный домен. Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена CD8+ или CD4+ Т-
клетка человека, содержащая по меньшей мере две молекулы TFP, причем указанные молекулы TFP со-
держат человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный домен TCR, при этом указанная молекула TFP способна функ-
ционально взаимодействовать с эндогенным комплексом TCR и/или по меньшей мере одним эндогенным 
полипептидом TCR внутри, вблизи и/или на поверхности CD8+ или CD4+ Т-клетки человека. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен белковый комплекс, содержащий 
молекулу TFP, содержащую человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внекле-
точный домен, трансмембранный домен и внутриклеточный домен TCR; и по меньшей мере один эндо-
генный комплекс TCR. В некоторых случаях TCR содержит внеклеточный домен или его часть из белка, 
выбранного из группы, состоящей из альфа-цепи TCR, бета-цепи TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, 
субъединицы CD3-гамма TCR и субъединицы CD3-дельта TCR. В некоторых случаях CD19-
связывающий домен соединен с внеклеточным доменом TCR посредством линкерной последовательно-
сти. В некоторых случаях линкерная область содержит (G4S)n, где n=1-4. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен белковый комплекс, содержащий 
молекулу TFP, содержащую человеческий или гуманизированный ВСМА-связывающий домен, внекле-
точный домен, трансмембранный домен и внутриклеточный домен TCR; и по меньшей мере один эндо-
генный комплекс TCR. 

В некоторых случаях TCR содержит внеклеточный домен или его часть из белка, выбранного из 
группы, состоящей из альфа-цепи TCR, бета-цепи TCR, субъединицы CD3-эпсилон TCR, субъединицы 
CD3-гамма TCR и субъединицы CD3-дельта TCR. В некоторых случаях ВСМА-связывающий домен со-
единен с внеклеточным доменом TCR посредством линкерной последовательности. В некоторых случаях 
линкерная область содержит (G4S)n, где n=1-4. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена CD8+ или CD4+ Т-клетка челове-
ка, содержащая по меньшей мере два различных белка TFP на белковый комплекс согласно настоящему 
изобретению. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен способ изготовления клетки, вклю-
чающий трансдукцию Т-клетки вектором согласно настоящему изобретению. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен способ получения популяции РНК-
модифицированных клеток, включающий введение транскрибируемой в условиях in vitro РНК или син-
тетической РНК в клетку, причем РНК содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую молекулу TFP со-
гласно настоящему изобретению. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен способ обеспечения противоопухо-
левого иммунитета у млекопитающего, включающий введение указанному млекопитающему эффектив-
ного количества клетки, экспрессирующей молекулу TFP согласно настоящему изобретению или экс-
прессирующей полипептидную молекулу согласно настоящему изобретению. 

В некоторых случаях клетка представляет собой аутологичную Т-клетку. В некоторых случаях 
клетка представляет собой аллогенную Т-клетку. В некоторых случаях млекопитающее представляет 
собой человека. Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен способ лечения млекопи-
тающего, имеющего заболевание, связанное с экспрессией CD19 или ВСМА, включающий введение ука-
занному млекопитающему эффективного количества молекулы TFP согласно настоящему изобретению, 
клетки согласно настоящему изобретению или молекулы полипептида согласно настоящему изобрете-
нию. 

В некоторых случаях заболевание, связанное с экспрессией CD19 или ВСМА, выбрано из группы, 
состоящей из пролиферативного заболевания, рака, злокачественной опухоли, миелодисплазии, миело-
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диспластического синдрома, предлейкоза, показания, не относящегося к раку, связанного с экспрессией 
CD19. В некоторых случаях заболевание представляет собой гематологический рак, выбранный из груп-
пы, состоящей из острой В-клеточной лимфоидной лейкемииз (B-ALL), острой Т-клеточной лимфоидной 
лейкемии (T-ALL), острой лимфобластной лейкемии (ALL); хронической миелогенной лейкемии (CML), 
хронической лимфоцитарной лейкемии (CLL), В-клеточной пролимофоцитарной лейкемии, новообразо-
вания из бластных плазмацитоидных дендритных клеток, лимфомы Беркитта, диффузной крупноклеточ-
ной В-клеточной лимфомы, фолликулярной лимфомы, лейкоза ворсистых клеток, мелкоклеточной фол-
ликулярной лимфомы, крупноклеточной фолликулярной лимфомы, злокачественных лимфопролифера-
тивных состояний, лимфомы MALT-типа, лимфомы из клеток мантийной зоны, лимфомы из клеток мар-
гинальной зоны, множественной миеломы, миелодисплазии, миелодиспластического синдрома, неход-
жкинской лимфомы, плазмобластической лимфомы, новообразования плазмацитоидных дендритных 
клеток, макроглобулинемии Вальденстрема, предлейкоза, заболевания, связанного с экспрессией CD19 
или ВСМА, и их комбинаций. В некоторых случаях клетки, экспрессирующие молекулу TFP, вводят в 
комбинации с агентом, который повышает эффективность клетки, экспрессирующей молекулу TFP. В 
некоторых случаях у млекопитающего высвобождается меньшее количество цитокинов, по сравнению с 
млекопитающим, которому вводят эффективное количество Т-клетки, экспрессирующей CD19-
связывающий химерный антигенный рецептор (CAR) или ВСМА-связывающий CAR. В некоторых слу-
чаях клетки, экспрессирующие молекулу TFP, вводят в комбинации с агентом, который улучшает один 
или более побочных эффектов, связанных с введением клетки, экспрессирующей молекулу TFP. В неко-
торых случаях клетки, экспрессирующие молекулу TFP, вводят в комбинации с агентом, который лечит 
заболевание, связанное с CD19 или ВСМА. 

Согласно одному аспекту выделенная молекула нуклеиновой кислоты согласно настоящему изо-
бретению, выделенная полипептидная молекула согласно настоящему изобретению, выделенный TFP 
согласно настоящему изобретению, комплекс согласно настоящему изобретению, вектор согласно на-
стоящему изобретению или клетка согласно настоящему изобретению предназначены для использования 
в качестве лекарственного средства. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен способ лечения млекопитающего, 
имеющего заболевание, связанное с экспрессией CD19 или ВСМА, включающий введение указанному 
млекопитающему эффективного количества молекулы TFP согласно настоящему изобретению, клетки 
согласно настоящему изобретению или молекулы полипептида согласно настоящему изобретению, при-
чем у указанного млекопитающего высвобождается меньшее количество цитокинов, по сравнению с 
млекопитающим, которому вводили эффективное количество Т-клетки, экспрессирующей CD19-
связывающий химерный антигенный рецептор (CAR) или ВСМА-связывающий CAR. 

Включение посредством ссылки 

Все публикации, патенты и заявки на патенты, упомянутые в настоящем описании, включены в на-
стоящее изобретение посредством ссылки в той же степени, как если бы каждая отдельная публикация, 
патент или заявка на патент была специально и индивидуально указана для включения посредством 
ссылки. 

Краткое описание чертежей 

Новые признаки настоящего изобретения подробно изложены в прилагаемой формуле изобретения. 
Признаки и преимущества настоящего изобретения будут более понятны на основании нижеследующего 
подробного описания, в котором представлены иллюстративные варианты реализации, в которых ис-
пользуются принципы настоящего изобретения, и сопровождающие их чертежи. 

На фиг. 1 представлена схема, демонстрирующая использование гибридных полипептидов Т-
клеточного рецептора (TFP) согласно настоящему изобретению. Типичный TFP содержит CD19-
связывающий scFv и полноразмерный полипептид CD3-эпсилон, гибридизованный посредством линкер-
ной последовательности (G4S)3. При выработке или введении в Т-клетку TFP связывается с другими по-
липептидами эндогенного Т-клеточного рецептора (TCR) (показано, что TCR содержит два полипептида 
CD3-эпсилон, один полипептид CD3-гамма, один полипептид CD3-дельта, два полипептида CD3-дзета, 
одну альфа-субъединицу TCR и одну бета-субъединицу TCR, где горизонтальный серый сегмент пред-
ставляет плазматическую мембрану) с образованием перепрограммированного TCR, в котором один или 
оба эндогенных полипептида CD3-эпсилон замещены TFP. 

На фиг. 2А представлена схема, демонстрирующая примерные варианты гибридных полипептидов 
перепрограммированного Т-клеточного рецептора (TFP) согласно настоящему изобретению. На фиг. 2А 
представлен примерный перепрограммированный TCR, содержащий TFP, который содержит CD19-
связывающий scFv и полноразмерный полипептид TCR Vα, гибридизованный посредством линкерной 
последовательности (G4S)3. 

На фиг. 2В представлено несколько примерных перепрограммированных TCR, которые содержат 
несколько TFP, включая i) CD19-связывающий scFv и полноразмерный полипептид TCR Vα, гибридизо-
ванный посредством линкерной последовательности (G4S)3, и ii) CD19-связывающий scFv и полнораз-
мерный полипептид TCR Vβ, гибридизованный посредством линкерной последовательности (G4S)3. 
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На фиг. 2С представлен примерный перепрограммированный TCR, который содержит несколько 
TFP, включая i) CD19-связывающий scFv и усеченный (∆) полипептид TCR, гибридизованный посредст-
вом линкерной последовательности (G4S)3, и ii) CD19-связывающий scFv и полноразмерный полипептид 
CD3-эпсилон, гибридизованный посредством линкерной последовательности (G4S)3. Усеченный (∆) по-
липептид TCR усечен путем делеции Vα. 

На фиг. 2D представлен примерный перепрограммированный TCR, который содержит несколько 
TFP, включая i) CD19-связывающий scFv и усеченный (∆) полипептид TCR Vα, гибридизованный по-
средством линкерной последовательности (G4S)3, и ii) CD19-связывающий scFv и усеченный (∆) поли-
пептид TCR Vβ, гибридизованный посредством линкерной последовательности (G4S)3. Усеченный (∆) 
полипептид TCR усечен путем делеции Vβ. 

На фиг. 3 представлена схема, демонстрирующая использование гибридных полипептидов Т-
клеточных рецепторов (TFP) согласно настоящему изобретению. Примерный TFP содержит CD19-
связывающий домен VH и полноразмерный полипептид CD3-эпсилон, гибридизованный посредством 
линкерной последовательности (G4S)3. При выработке Т-клеткой или при введении в Т-клетку TFP свя-
зывается с другими полипептидами эндогенного Т-клеточного рецептора (TCR) (показано, что TCR со-
держит два полипептида CD3-эпсилон, один полипептид CD3-гамма, один полипептид CD3-дельта, два 
полипептида CD3-дзета, одну альфа-субъединицу TCR и одну бета-субъединицу TCR, где горизонталь-
ный серый сегмент представляет плазматическую мембрану) с образованием перепрограммированного 
TCR, в котором один или оба эндогенных полипептида CD3-эпсилон замещены TFP. 

На фиг. 4 представлено несколько схем, демонстрирующих конструкции ДНК, кодирующие раз-
личные TFP. 

На фиг. 5 представлена типичная столбиковая диаграмма поверхностной экспрессии CD19-
связывающего LL (длинный линкер) TFP на Т-клетках после трансдукции лентивирусом. Эффекторные 
Т-клетки представляли собой нетрансдуцированные контрольные клетки или были трансдуцированы 
анти-CD19-28ζ CAR или указанными конструкциями анти-CD19 LL TFP. После размножения в течение 
10 дней в присутствии ИЛ-2 экспрессию соответствующего CAR или конструкции TFP на поверхности 
указанных клеток определяли методом проточной цитометрии. 

На фиг. 6 представлена типичная столбиковая диаграмма поверхностной экспрессии CD19-
связывающего SL (короткий линкер) TFP на Т-клетках после трансдукции лентивирусом. Эффекторные 
Т-клетки представляли собой нетрансдуцированные контрольные клетки или были трансдуцированы 
анти-CD19-28ζ CAR или указанными конструкциями анти-CD19 SL TFP. После размножения в течение 7 
дней в присутствии ИЛ-2 экспрессию соответствующего CAR или конструкции TFP на поверхности ука-
занных клеток определяли методом проточной цитометрии. 

На фиг. 7 представлена типичная столбиковая диаграмма поверхностной экспрессии ВСМА-
связывающего TFP на Т-клетках после трансдукции лентивирусом. Эффекторные Т-клетки представляли 
собой нетрансдуцированные контрольные клетки или были трансдуцированы конструкциями анти-
BCMA-CD3ε или анти-ВСМА-CD3γ TFP. После размножения в течение 10 дней в присутствии ИЛ-2 
экспрессию TFP на поверхности указанных клеток определяли методом проточной цитометрии. 

На фиг. 8 представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
экспрессирующих клеток-мишеней Raji под действием анти-CD19 LL TFP. Трансдуцированные эффек-
торные Т-клетки размножали в течение 14 дней перед началом инкубации в течение 18 ч с 1×104 клеток-
мишеней Raji при соотношении эффекторные клетки:клетки-мишени (Е:Т), равном 20:1, 10:1 или 5:1. 
Процент цитотоксичности определяли с помощью количественного исследования цитотоксичности ме-
тодом проточной цитометрии. 

На фиг. 9 представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис ВСМА-
экспрессирующих клеток-мишеней RPMI8226 под действием ВСМА-связывающих TFP. Трансдуциро-
ванные эффекторные Т-клетки размножали в течение 12 дней перед началом инкубации в течение 4 ч с 
1×104 клеток-мишеней RPMI8226 при соотношении Е:Т, равном 10:1 или 5:1. Процент цитотоксичности 
определяли с помощью количественного исследования цитотоксичности методом проточной цитомет-
рии. 

На фиг. 10А представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции анти-CD19-28ζ CAR в за-
висимости от времени. Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 14 дней перед 
инкубацией с 1×104 CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, свиде-
тельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 10В представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции анти-CD19-CD3ε LL TFP в 
зависимости от времени. Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 14 дней пе-
ред инкубацией с 1×104 CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, сви-
детельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 10С представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
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трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции анти-CD19-CD3γ LL TFP в 
зависимости от времени. Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 14 дней пе-
ред инкубацией с 1×104 CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, сви-
детельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 10D представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции анти-CD19-TCRα LL TFP 
в зависимости от времени. Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 14 дней 
перед инкубацией с 1×104 CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, 
свидетельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 10Е представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции анти-CD19-TCRβc LL TFP 
в зависимости от времени. Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 14 дней 
перед инкубацией с 1×104 CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, 
свидетельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 10F представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции анти-CD19-TCRα LL TFP 
в зависимости от времени. Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 14 дней 
перед инкубацией с 1×104 CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, 
свидетельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 10G представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции анти-CD19-TCRβ LL TFP 
в зависимости от времени. Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 14 дней 
перед инкубацией с 1×104 CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, 
свидетельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 11 представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием конструкции CD19-связывающих TFP. 
Трансдуцированные эффекторные Т-клетки размножали в течение 7 дней перед инкубацией с 1×104 
CD19-трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Клеточный индекс, свидетельствующий о цито-
токсичности, определяли с помощью количественного исследования RTCA. 

На фиг. 12 представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая лизис ВСМА-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa под действием ВСМА-связывающих TFP в зависимо-
сти от времени. Эффекторные Т-клетки, которые представляли собой нетрансдуцированные контроль-
ные клетки или клетки, трансдуцированные анти-BCMA-CD3ε или анти-ВСМА-CD3γ TFP, размножали в 
течение 7 дней перед инкубацией с 1×104 клеток-мишеней линии HeLa или клеток-мишеней линии HeLa-
BCMA. Клеточный индекс, свидетельствующий о цитотоксичности, определяли с помощью количест-
венного исследования RTCA. 

На фиг. 13 представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая цитолитическую актив-
ность Т-клеток, трансдуцированных различными количествами лентивируса, кодирующего анти-CD19-
CD3ε LL TFP, в зависимости от времени. Т-клетки, трансдуцированные указанными MOI лентивируса, 
кодирующего анти-CD19-CD3ε LL TFP, размножали в течение 14 дней перед инкубацией с 1×104 CD19-
трансдуцированных клеток-мишеней линии HeLa. Определяли клеточный индекс, свидетельствующий о 
цитотоксичности. 

На фиг. 14 представлена типичная столбиковая диаграмма, отражающая цитолитическую актив-
ность Т-клеток, трансфецированных путем электропорации с использованием транскрибируемой в усло-
виях in vitro (IVT) иРНК, кодирующей анти-CD19-CD3ε SL или анти-CD19-CD3γ SL TRuC. Эффектор-
ные Т-клетки трансфецировали путем электропорации активированных мононуклеарных клеток перифе-
рической крови (МКПК) транскрибируемой в условиях in vitro (IVT) иРНК, кодирующей контрольный 
белок GFP, анти-CD19-CD3ε SL или анти-CD19-CD3γ SL TRuC. После размножения в течение 3 дней 
эффекторные клетки инкубировали в течение 4 ч с 1×104 клеток Raji или клеток К562 при соотношении 
Е:Т, равном 10:1. Процент цитотоксичности определяли с помощью количественного исследования ци-
тотоксичности методом проточной цитометрии. 

На фиг. 15А представлен типичный график высвобождения ИЛ-2 из Т-клеток, трансдуцированных 
анти-CD19 LL TFP, в ответ на CD19-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-клетки, которые 
представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные контрольным CAR, 
анти-CD19-28ζ, CAT или указанным анти-CD19 LL TFP, размножали в течение 14 дней перед инкубаци-
ей с 1×104 Raji или клеток-мишеней К562. Уровни ИЛ-2 определяли с помощью твердофазного иммуно-
ферментного анализа (ИФА). 

На фиг. 15В представлен типичный график высвобождения ИФН-γ из Т-клеток, трансдуцированных 
анти-CD19 LL TFP, в ответ на CD19-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-клетки, которые 
представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные контрольным CAR, 
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анти-CD19-28ζ CAT или указанным анти-CD19 LL TFP, размножали в течение 14 дней перед инкубацией 
с 1×104 клеток-мишеней линии Raji или линии К562. Уровни ИФН-γ определяли с помощью ИФА. 

На фиг. 15С представлен типичный график высвобождения ИЛ-2 из Т-клеток, трансдуцированных 
анти-CD19 LL TFP, в ответ на CD19-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-клетки, которые 
представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные контрольным CAR, 
анти-CD19-28ζ CAT или указанным анти-CD19 LL TFP, размножали в течение 14 дней перед инкубацией 
с 1×104 клеток-мишеней линии HeLa или линии CD19-HeLa. Уровни ИЛ-2 определяли с помощью ИФА. 

На фиг. 15D представлен типичный график высвобождения ИФН-γ Т-клетками, трансдуцирован-
ными анти-CD19 LL TFP, в ответ на CD19-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-клетки, 
которые представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные контрольным 
CAR, анти-CD19-28ζ CAT или указанным анти-CD19 LL TFP, размножали в течение 14 дней перед ин-
кубацией с 1×104 клеток-мишеней линии HeLa или линии CD19-HeLa. Уровни ИФН-γ определяли с по-
мощью ИФА. 

На фиг. 16 представлен типичный график высвобождения ИФН-γ Т-клетками, трансдуцированными 
CD19-связывающими TFP, в ответ на CD19-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-клетки, 
которые представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные указанным 
CD19-связывающим TFP, размножали в течение 7 дней перед инкубацией с 1×104 клеток-мишеней линии 
HeLa или линии CD19-HeLa. Уровни ИФН-γ определяли с помощью ИФА. 

На фиг. 17А представлен типичный график высвобождения ИЛ-2 Т-клетками, трансдуцированными 
ВСМА-связывающими TFP, в ответ на ВСМА-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-
клетки, которые представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные анти-
BCMA-CD3ε или анти-ВСМА-CD3γ TFP, размножали в течение 7 дней перед инкубацией с 1×104 клеток-
мишеней линии HeLa или линии HeLa-BCMA. Выработку ИЛ-2 определяли с помощью платформы 2-
Plex Luminex. 

На фиг. 17В представлен типичный график высвобождения ИФН-γ Т-клетками, трансдуцирован-
ными ВСМА-связывающими TFP, в ответ на ВСМА-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-
клетки, которые представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные анти-
BCMA-CD3ε или анти-ВСМА-CD3γ TFP, размножали в течение 7 дней перед инкубацией с 1×104 клеток-
мишеней линии HeLa или линии BCMA-HeLa. Выработку ИФН-γ определяли с помощью платформы 2-
Plex Luminex. 

На фиг. 18 представлен типичный график оценки дегрануляции Т-клеток, трансдуцированных 
CD19-связывающими TFP, в ответ на CD19-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-клетки, 
которые представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные анти-CD19-
28ζ CAR, анти-BCMA-CD3ε LL TFP или анти-ВСМА-CD3γ LL TFP, размножали в течение 14 дней перед 
инкубацией с 1×104 указанных клеток-мишеней CD19+ve или CD19-ve. Определяли процент CD107+ 
клеток в пропущенной популяции CD3+CD8+ клеток. Клетки-мишени и эффекторные клетки совместно 
культивировали в присутствии флуоресцентно-меченного антитела к CD107а. Процент Т-клеток в про-
пущенной популяции CD3 и CD4/CD8 клеток, которые имели положительные результаты окрашивания 
поверхностного CD107а, затем определяли методом проточной цитометрии. 

На фиг. 19 представлен типичный график оценки дегрануляции Т-клеток, трансдуцированных 
ВСМА-связывающими TFP, в ответ на ВСМА-экспрессирующие клетки-мишени. Эффекторные Т-
клетки, которые представляли собой нетрансдуцированные клетки или клетки, трансдуцированные с ис-
пользованием 50 MOI анти-ВСМА-CD3ε или анти-ВСМА-CD3γ TFP, размножали в течение 13 дней пе-
ред инкубацией с 1×104 указанных клеток-мишеней BCMA+ve RPMI8226. Определяли процент CD107+ 
клеток в пропущенной популяции CD3+CD8+ клеток. 

На фиг. 20А представлены типичные графики эффективности в условиях in vivo Т-клеток, трансду-
цированных анти-CD19 LL TFP, в ксенотрансплантатных моделях генерализованного лейкоза человека. 
Мышей линии NSG иммунизировали путем внутривенного введения 5×105 клеток Raji за три дня до адо-
птивного переноса 5×106 Т-клеток, которые представляли собой нетрансдуцированные клетки или клет-
ки, трансдуцированные конструкциями анти-CD19-28ζ CAR, анти-CD19-CD3ε LL TFP или анти-CD19-
CD3γ LL TFP. 

На фиг. 20В представлены типичные графики эффективности в условиях in vivo Т-клеток, трансду-
цированных анти-CD19 LL TFP, в ксенотрансплантатных моделях генерализованного лейкоза человека. 
Мышей линии NSG иммунизировали путем внутривенного введения 1×106 клеток Nalm-6 (справа) за три 
дня до адоптивного переноса 5×106 Т-клеток, которые представляли собой нетрансдуцированные клетки 
или клетки, трансдуцированные конструкциями анти-CD19-28ζ CAR, анти-CD19-CD3ε LL TFP или анти-
CD19-CD3γ LL TFP. Сравнение кривых выживания с помощью логарифмического рангового критерия 
(Мантеля-Кокса) выявило р=0,0001 (группа 4 по сравнению с 1, 2, 3), р=0,0001 (группа 1 по сравнению с 
2, 3) и р=0,0004 (группа 2 по сравнению с 3). Сравнение кривых выживания с использованием критерия 
Грехана-Бреслоу-Уилкоксона выявило р=0,0001 (группа 4 по сравнению с 1, 2, 3), р=0,0001 (группа 1 по 
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сравнению с 2, 3) и р=0,000 5 (группа 2 по сравнению с 3). 
Подробное описание изобретения 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении описаны выделенные молекулы нуклеиновой 
кислоты, кодирующие гибридный белок Т-клеточного рецептора (TCR) (TFP), который содержат субъе-
диницу TCR и домен антитела человека или гуманизированного антитела, содержащий домен связыва-
ния CD19. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения субъединица TCR со-
держит внеклеточный домен TCR. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения 
субъединица TCR содержит трансмембранный домен TCR. Согласно другим вариантам реализации на-
стоящего изобретения субъединица TCR содержит внутриклеточный домен TCR. Согласно другим вари-
антам реализации настоящего изобретения субъединица TCR содержит (i) внеклеточный домен TCR, (ii) 
трансмембранный домен TCR, и (iii) внутриклеточный домен TCR, причем по меньшей мере два из (i), 
(ii) и (iii) получены из одной и той же субъединицы TCR. Согласно другим вариантам реализации на-
стоящего изобретения субъединица TCR содержит внутриклеточный домен TCR, содержащий стимули-
рующий домен, выбранный из внутриклеточного сигнального домена CD3-эпсилон, CD3-гамма или 
CD3-дельта, или аминокислотную последовательность, содержащую по меньшей мере одну, две или три 
модификации. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения субъединица TCR со-
держит внутриклеточный домен, содержащий стимулирующий домен, выбранный из функционального 
сигнального домена 4-1ВВ и/или функционального сигнального домена CD3-дзета, или аминокислотную 
последовательность, содержащую по меньшей мере одну, две или три модификации. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения домен антитела человека или 
гуманизированного антитела содержит фрагмент антитела. Согласно некоторым вариантам реализации 
настоящего изобретения домен антитела человека или гуманизированного антитела содержит scFv или 
домен Vh. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения выделенные молекулы 
нуклеиновой кислоты содержат (i) CDR1 легкой цепи (LC), LC CDR2 и LC CDR3 из любой аминокис-
лотной последовательности CD19-связывающего домена легкой цепи согласно настоящему изобрете-
нию, и/или (ii) CDR1 тяжелой цепи (НС), НС CDR2 и НС CDR3 из любой аминокислотной последова-
тельности CD19-связывающего домена тяжелой цепи согласно настоящему изобретению. Согласно неко-
торым вариантам реализации настоящего изобретения вариабельная область легкой цепи содержит ами-
нокислотную последовательность, содержащую по меньшей мере одну, две или три модификации, но не 
более 30, 20 или 10 модификаций в аминокислотной последовательности вариабельной области легкой 
цепи согласно настоящему изобретению, или последовательность, которая на 95-99% идентична амино-
кислотной последовательности согласно настоящему изобретению. Согласно другим вариантам реализа-
ции настоящего изобретения вариабельная область тяжелой цепи содержит аминокислотную последова-
тельность, содержащую по меньшей мере одну, две или три модификации, но не более 30, 20 или 10 мо-
дификаций в аминокислотной последовательности вариабельной области тяжелой цепи согласно на-
стоящему изобретению, или последовательность, которая на 95-99% идентична аминокислотной после-
довательности согласно настоящему изобретению. Согласно некоторым вариантам реализации настоя-
щего изобретения TFP содержит внеклеточный домен субъединицы TCR, который содержит внеклеточ-
ный домен или его часть из белка, выбранного из группы, состоящей из альфа-цепи или бета-цепи Т-
клеточного рецептора, CD3-дельта, CD3-эпсилон или CD3-гамма, или их функционального фрагмента, 
или аминокислотной последовательности, содержащей по меньшей мере одну, две или три модифика-
ции, но не более 20, 10 или 5 модификаций. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобре-
тения кодируемый TFP содержит трансмембранный домен, который содержит трансмембранный домен 
белка, выбранного из группы, состоящей из альфа-цепи или бета-цепи TCR, или субъединиц CD3-
эпсилон, CD3-гамма и CD3-дельта TCR, или их функционального фрагмента, или аминокислотной по-
следовательности, содержащей по меньшей мере одну, две или три модификации, но не более 20, 10 или 
5 модификаций. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения кодируемый TFP содержит 
трансмембранный домен, который содержит трансмембранный домен из белка, выбранного из группы, 
состоящей из альфа-, бета- или дзета-цепи TCR или CD3-эпсилон, CD3-гамма и CD3-дельта, CD45, CD4, 
CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, CD33, CD28, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137 и CD154, или их 
функционального фрагмента, или аминокислотной последовательности, содержащей по меньшей мере 
одну, две или три модификации, но не более 20, 10 или 5 модификаций. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения кодируемый CD19-связывающий домен соединен с внеклеточным 
доменом TCR с помощью линкерной последовательности. В некоторых случаях кодируемая линкерная 
последовательность содержит (G4S)n, где n=1-4. В некоторых случаях кодируемая линкерная последова-
тельность содержит длинную линкерную последовательность (LL). В некоторых случаях кодируемая 
длинная линкерная последовательность содержит (G4S)n, где n=2-4. В некоторых случаях кодируемая 
линкерная последовательность содержит короткую линкерную последовательность (SL). В некоторых 
случаях кодируемая короткая линкерная последовательность содержит (G4S)n, где n=1-3. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения выделенная молекула нуклеи-
новой кислоты дополнительно содержит последовательность, кодирующую костимулирующий домен. В 
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некоторых случаях костимулирующий домен представляет собой функциональный сигнальный домен, 
полученный из белка, выбранного из группы, состоящей из ОХ40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, 
LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) и 4-1ВВ (CD137), или аминокислотной последовательности, содер-
жащей по меньшей мере одну, две или три модификации, но не более 20, 10 или 5 модификаций. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения выделенная молекула нуклеи-
новой кислоты дополнительно содержит лидерную последовательность. 

В настоящем изобретении также предложены выделенные молекулы полипептида, кодируемого 
любой из описанных выше молекул нуклеиновых кислот. Согласно другому аспекту в настоящем изо-
бретении также предложены выделенные молекулы гибридного белка Т-клеточного рецептора (TFP), 
которые содержат человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный до-
мен, трансмембранный домен и внутриклеточный домен TCR. Согласно некоторым вариантам реализа-
ции настоящего изобретения выделенные молекулы TFP содержат антитело или фрагмент антитела, со-
держащий человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, транс-
мембранный домен и внутриклеточный домен TCR. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения CD19-связывающий домен 
представляет собой scFv или домен VH. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения 
CD19-связывающий домен содержит легкую цепь и тяжелую цепь аминокислотной последовательности 
согласно настоящем изобретению, или ее функциональный фрагмент, или аминокислотную последова-
тельность, содержащую по меньшей мере одну, две или три модификации, но не более 30, 20 или 10 мо-
дификаций в аминокислотной последовательности вариабельной области легкой цепи согласно настоя-
щему изобретению, или последовательность, которая на 95-99% идентична аминокислотной последова-
тельности согласно настоящему изобретению. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего 
изобретения выделенные молекулы TFP содержат внеклеточный домен TCR, который содержит внекле-
точный домен или его часть из белка, выбранного из группы, состоящей из альфа-или бета-цепи Т-
клеточного рецептора, CD3-дельта, CD3-эпсилон или CD3-гамма, или аминокислотной последовательно-
сти, содержащей по меньшей мере одну, две или три модификации, но не более 20, 10 или 5 модифика-
ций. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения CD19-связывающий домен со-
единен с внеклеточным доменом TCR с помощью линкерной последовательности. В некоторых случаях 
линкерная область содержит (G4S)n, где n=1-4. В некоторых случаях линкерная последовательность со-
держит длинную линкерную последовательность (LL). В некоторых случаях длинная линкерная после-
довательность содержит (G4S)n, где n=2-4. В некоторых случаях линкерная последовательность содержит 
короткую линкерную последовательность (SL). В некоторых случаях короткая линкерная последова-
тельность содержит (G4S)n, где n=1-3. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения выделенная молекула TFP до-
полнительно содержит последовательность, кодирующую костимулирующий домен. Согласно другим 
вариантам реализации настоящего изобретения выделенная молекула TFP дополнительно содержит по-
следовательность, кодирующую внутриклеточный сигнальный домен. Согласно другим вариантам реа-
лизации настоящего изобретения выделенные молекулы TFP дополнительно содержат лидерную после-
довательность. 

В настоящем изобретении также предложены векторы, которые содержат молекулу нуклеиновой 
кислоты, кодирующую любую из ранее описанных молекул TFP. Согласно некоторым вариантам реали-
зации настоящего изобретения вектор выбран из группы, состоящей из ДНК, РНК, плазмиды, лентиви-
русного вектора, аденовирусного вектора или ретровирусного вектора. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения вектор дополнительно содержит промотор. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения вектор представляет собой транскрибируемый в условиях 
in vitro вектор. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения последовательность 
нуклеиновой кислоты в векторе дополнительно содержит последовательность поли(А). Согласно некото-
рым вариантам реализации настоящего изобретения последовательность нуклеиновой кислоты в векторе 
дополнительно содержит З'-нетранслируемую область (НТО). 

В настоящем изобретении также предложены клетки, которые содержат любые из описанных век-
торов. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения клетка представляет собой Т-
клетку человека. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения клетка представ-
ляет собой CD8+ или CD4+ Т-клетку. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения 
клетка дополнительно содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую ингибирующую молекулу, которая 
содержит первый полипептид, который содержит по меньшей мере часть ингибирующей молекулы, свя-
занный со вторым полипептидом, который содержит положительный сигнал из внутриклеточного сиг-
нального домена. В некоторых случаях ингибирующие молекулы содержат первый полипептид, который 
содержит по меньшей мере часть PD1, и второй полипептид, содержащий костимулирующий домен и 
первичный сигнальный домен. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены выделенные молекулы TFP, кото-
рые содержат человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, 
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трансмембранный домен и внутриклеточный сигнальный домен TCR, причем указанная молекула TFP 
способна функционально взаимодействовать с эндогенным комплексом TCR и/или по меньшей мере од-
ним эндогенным полипептидом TCR. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены выделенные молекулы TFP, кото-
рые содержат человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, 
трансмембранный домен и внутриклеточный сигнальный домен TCR, причем указанная молекула TFP 
способна функционально интегрироваться в эндогенный комплекс TCR. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены CD8+ или CD4+ Т-клетки чело-
века, которые содержат по меньшей мере две молекулы TFP, причем указанные молекулы TFP содержат 
человеческий или гуманизированный CD19-связывающий домен, внеклеточный домен, трансмембран-
ный домен и внутриклеточный домен TCR, при этом указанная молекула TFP способна функционально 
взаимодействовать с эндогенным комплексом TCR и/или по меньшей мере одним эндогенным полипеп-
тидом TCR внутри, возле и/или на поверхности CD8+ или CD4+ Т-клеток человека. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены белковые комплексы, которые 
содержат i) молекулу TFP, содержащую человеческий или гуманизированный CD19-связывающий до-
мен, внеклеточный домен, трансмембранный домен и внутриклеточный домен TCR; и ii) по меньшей 
мере один эндогенный комплекс TCR. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения TCR содержит внеклеточный 
домен или его часть из белка, выбранного из группы, состоящей из альфа-цепи или бета-цепи Т-
клеточного рецептора, CD3-дельта, CD3-эпсилон или CD3-гамма. Согласно некоторым вариантам реали-
зации настоящего изобретения CD19-связывающий домен соединен с внеклеточным доменом TCR с по-
мощью линкерной последовательности. В некоторых случаях линкерная область содержит (G4S)n, где 
n=1-4. В некоторых случаях линкерная последовательность содержит длинную линкерную последова-
тельность (LL). В некоторых случаях длинная линкерная последовательность содержит (G4S)n, где n=2-4. 
В некоторых случаях линкерная последовательность содержит короткую линкерную последовательность 
(SL). В некоторых случаях короткая линкерная последовательность содержит (G4S)n, где n=1-3. 

В настоящем изобретении также предложены CD8+ или CD4+ Т-клетки человека, которые содер-
жат по меньшей мере два различных белка TFP на любой из описанных белковых комплексов. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложена популяция CD8+ или CD4+ Т-
клеток человека, при этом Т-клетки популяции, по отдельности или вместе, содержат по меньшей мере 
две молекулы TFP, причем указанные молекулы TFP содержат человеческий или гуманизированный 
CD19-связывающий или ВСМА-связывающий домен, внеклеточный домен, трансмембранный домен и 
внутриклеточный домен TCR, при этом указанная молекула TFP способна функционально взаимодейст-
вовать с эндогенным комплексом TCR и/или по меньшей мере одним эндогенным полипептидом TCR 
внутри, возле и/или на поверхности CD8+ или CD4+ Т-клеток человека. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложена популяция CD8+ или CD4+ Т-
клеток человека, при этом Т-клетки популяции, по отдельности или вместе, содержат по меньшей мере 
две молекулы TFP, кодируемые выделенной молекулой нуклеиновой кислоты согласно настоящему изо-
бретению. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены способы получения клетки, кото-
рые включают трансдукцию Т-клеток с использованием описанных векторов. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены способы получения популяции 
РНК-модифицированных клеток, которые включают введение транскрибируемой в условиях in vitro РНК 
или синтетической РНК в клетку, при этом РНК содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую описан-
ные молекулы TFP. Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены способы обеспече-
ния противоопухолевого иммунитета у млекопитающего, которые включают введение указанному мле-
копитающему эффективного количества клетки, экспрессирующей описанные молекулы TFP. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения клетка представляет собой аутологичную Т-
клетку. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения клетка представляет собой 
аллогенную Т-клетку. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения млекопи-
тающее представляет собой человека. 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложены способы лечения млекопитающе-
го, страдающего заболеванием, связанным с экспрессией CD19, которые включают введение указанному 
млекопитающему эффективного количества клетки, содержащей описанные молекулы TFP. Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения заболевание, связанное с экспрессией CD19, 
выбрано из пролиферативного заболевания, такого как рак или злокачественная опухоль, или предрако-
вого состояния, такого как миелодисплазия, MDS или предлейкоз, или представляет собой показание, не 
относящее к раку, связанное с экспрессией CD19. Согласно некоторым вариантам реализации настояще-
го изобретения заболевание представляет собой гематологический рак, выбранный из группы, вклю-
чающей один или более видов острого лейкоза, включая, но не ограничиваясь ими, острую В-клеточную 
лимфоидную лейкемию (B-ALL), острую Т-клеточную лимфоидную лейкемию (Т-ALL), острую лим-
фобластную лейкемию (ALL); один или более видов хронического лейкоза, включая, но не ограничива-
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ясь ими, хроническую миелогенную лейкемию (CML), хроническую лимфоцитарную лейкемию (CLL); 
дополнительные виды гематологических раковых заболеваний или гематологических состояний, вклю-
чая, но не ограничиваясь ими, В-клеточную пролимфоцитарную лейкемию, новообразование бластных 
плазмацитоидных дендритных клеток, лимфому Беркитта, диффузную крупноклеточную В-клеточную 
лимфому, фолликулярную лимфому, лейкоз ворсистых клеток, мелкоклеточную или крупноклеточную 
фолликулярную лимфому, злокачественные лимфопролиферативные состояния, лимфому MALT-типа, 
лимфому из клеток мантийной зоны, лимфому из клеток маргинальной зоны, множественную миелому, 
миелодисплазию, миелодиспластический синдром, неходжкинскую лимфому, плазмобластическую лим-
фому, новообразование плазмацитоидных дендритных клеток, макроглобулинемию Вальденстрема и 
"предлейкоз", которые представляют собой различные гематологические состояния, общим признаком 
которых является неэффективная выработка (или дисплазия) миелоидных клеток крови, и заболевание, 
связанное с экспрессией CD19, включая, но не ограничиваясь ими, атипичные или неклассические виды 
рака, злокачественные опухоли, предраковые состояния или пролиферативные заболевания, экспресси-
рующие CD19, а также их комбинации. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения клетки, экспрессирующие лю-
бую из описанных молекул TFP, вводят в комбинации с агентом, который облегчает один или более по-
бочных эффектов, связанных с введением клеток, экспрессирующих молекулу TFP. Согласно некоторым 
вариантам реализации настоящего изобретения клетку, экспрессирующую любую из описанных молекул 
TFP, вводят в комбинации с агентом, который лечит заболевание, связанное с CD19. В настоящем изо-
бретении также предложена любая из описанных выделенных молекул нуклеиновых кислот, любая из 
описанных выделенных молекул полипептидов, любой из описанных выделенных TFP, любой из опи-
санных белковых комплексов, любой из описанных векторов или любая из описанных клеток для приме-
нения в качестве лекарственного средства. 

Определения. 
Если не определено иное, все технические и научные термины, используемые в настоящем доку-

менте, имеют то же значение, которое обычно понятно специалисту в данной области техники, к которой 
относится настоящее изобретение. Термин в единственном числе относится к одному или более чем од-
ному (т.е. по меньшей мере одному) грамматическому объекту изделия. В качестве примера, "элемент" 
означает один элемент или более одного элемента. 

В настоящем изобретении "приблизительно" может означать плюс или минус менее чем 1 или 1, 2, 
3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30 или более чем 30%, в зависимости от ситуа-
ции, и как известно или может быть понятно специалисту в данной области техники. 

В настоящем изобретении термин "субъект" или "субъекты" или "индивидуумы" может включать, 
но не ограничивается ими, млекопитающих, таких как человек или другие млекопитающие, не относя-
щиеся к человеку, например, одомашненные, сельскохозяйственные или дикие животные, а также птиц и 
водных животных. "Пациенты" являются субъектами, страдающими или подверженными риску развития 
заболевания, расстройства или состояния, или иначе нуждающимися в композициях и способах согласно 
настоящему изобретению. 

В настоящем изобретении термин "лечить" или "лечение" относится к любому из признаков успеш-
ности лечения или облегчения заболевания или состояния. Лечение может включать, например, сниже-
ние, задержку или облегчение степени тяжести одного или более симптомов заболевания или состояния, 
или оно может включать уменьшение частоты возникновения симптомов заболевания, дефекта, рас-
стройства или нежелательного состояния и т.п. у пациента. В настоящем изобретении термин "лечить 
или предотвратить" иногда относится к способу, который обеспечивает определенный уровень лечения 
или облегчения заболевания или состояния, а также включает ряд результатов, направленных на эту 
цель, включая, но не ограничиваясь этим, полное предотвращение состояния. 

В настоящем изобретении "предотвращение" относится к предотвращению заболевания или со-
стояния, например, образования опухоли, у пациента. Например, если индивидуум, который входит в 
группу риска развития опухоли или другой формы рака, получает лечение с использованием способов 
согласно настоящему изобретению, и при этом в дальнейшем у него не развивается опухоль или другая 
форма рака, то у этого индивидуума заболевание было предотвращено, по меньшей мере, в течение про-
должительного периода времени. 

В настоящем изобретении "терапевтически эффективное количество" представляет собой количест-
во композиции или ее активного компонента, которое достаточно для того чтобы обеспечить благопри-
ятное действие или иным образом уменьшить вредное, неблагоприятное явление у индивидуума, кото-
рому вводят композицию. В настоящем изобретении термин "терапевтически эффективная доза" означа-
ет дозу, которая обеспечивает одно или более желаемых или желательных (например, полезных) дейст-
вий, для достижения которых ее вводят, введение осуществляют один или более раз в течение заданного 
периода времени. Точная доза будет зависеть от цели лечения, и будет устанавливаться специалистом в 
данной области техники с использованием известных способов (см., например, Lieberman, Pharmaceutical 
Dosage Forms (vol. 1-3, 1992); Lloyd, The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding 
(1999); и Pickar, Dosage Calculations (1999)). 
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В настоящем изобретении термин "гибридный белок Т-клеточного рецептора (TCR)" или "TFP" 
включает рекомбинантный полипептид, полученный из различных полипептидов, содержащих TCR, ко-
торый, как правило, способен i) связываться с поверхностным антигеном на клетках-мишенях, и ii) взаи-
модействовать с другими полипептидными компонентами интактного комплекса TCR, как правило, при 
совместном расположении внутри или на поверхности Т-клеток. 

В настоящем изобретении термин "CD19" относится к белку 19 кластера дифференцировки, кото-
рый представляет собой антигенную детерминанту, которая детектируется на клетках-предшественниках 
В-клеточного лейкоза, других злокачественных В-клетках и большинстве клеток линии нормальных В-
клеток. Аминокислотные последовательности и последовательности нуклеиновых кислот человека и 
мыши могут быть найдены в публичной базе данных, такой как GenBank, UniProt и Swiss-Prot. Напри-
мер, аминокислотная последовательность CD19 человека может быть найдена в UniProt/Swiss-Prot под 
номером доступа Р15391. Каноническая последовательность полипептида человека CD19 может быть 
найдена в UniProt под номером доступа Р15391 (или Р15391-1): 

 
 (SEQ ID NO: 1). 

Нуклеотидная последовательность, кодирующая CD19 человека, может быть найдена под номером 
доступа NM001178098. CD19 экспрессируется на большинстве В-клеточных видов рака, включая, на-
пример, ALL, CLL и неходжкинскую лимфому (НХЛ). Другие клетки, которые экспрессируют CD19, 
представлены ниже в определении "заболевания, связанные с экспрессией CD19". CD19 также является 
ранним маркером нормальных клеток-предшественников В-клеток. См., например, Nicholson et al. Mol. 
Immun. 34 (16-17): 1157-1165 (1997). В одном примере антигенсвязывающий участок TFP распознает и 
связывает эпитоп в пределах внеклеточного домена белка CD19, который экспрессируется на злокачест-
венной и нормальной В-клетке. 

В настоящем изобретении термин "ВСМА" относится к В-клеточному антигену созревания, также 
известному как член надсемейства рецепторов фактора некроза опухолей 17 (TNFRSF17) и белок 269 
кластера дифференцировки (CD269), и представляет собой белок, который у человека кодируется геном 
TNFRSF17. TNFRSF17 представляет собой рецептор клеточной поверхности, который принадлежит к 
надсемейству рецепторов ФНО, распознающий фактор активации В-клеток (BAFF) (см., например, Laabi 
et al., EMBO 11 (11): 3897-904 (1992). Этот рецептор экспрессируется в зрелых В-лимфоцитах и может 
иметь большое значение для развития В-клеток и аутоиммунных реакций. Аминокислотные последова-
тельности и последовательности нуклеиновых кислот человека и мыши могут быть найдены в публичной 
базе данных, такой как GenBank, UniProt и Swiss-Prot. Например, аминокислотная последовательность 
ВСМА человека может быть найдена в UniProt/Swiss-Prot под номером доступа Q02223. Каноническая 
последовательность полипептида ВСМА человека может быть найдена в UniProt под номером доступа 
Q02223 (или Q02223-1): 

 
 (SEQ ID NO: 2). 

Нуклеотидная последовательность, кодирующая ВСМА человека, может быть найдена под номером 
доступа NM001192. ВСМА экспрессируется на большинстве В-клеточных видов рака, включая, напри-
мер, лейкоз, лимфомы и множественную миелому. Другие клетки, которые экспрессируют ВСМА, пред-
ставлены ниже в определении "заболевания, связанные с экспрессией ВСМА". Было показано, что этот 
рецептор специфично связывается с членом надсемейства факторов некроза опухолей 13b (лиганд) 
(TNFSF13B/TALL-1/BAFF) и приводит к активации NF-kappaB и MAPK8/JNK. Этот рецептор также свя-
зывается с различными членами семейства TRAF и тем самым может передавать сигналы для выживания 
и пролиферации клеток (см., например, Laabi et al., Nucleic Acids Research 22 (7): 1147-54 (1994)). В од-
ном примере антигенсвязывающий участок TFP распознает и связывает эпитоп в пределах внеклеточно-
го домена белка ВСМА, который экспрессируется на злокачественной и нормальной В-клетке. 

В настоящем изобретении термин "антитело" относится к белку или полипептидной последователь-
ности, полученной из молекулы иммуноглобулина, которая специфично связывается с антигеном. Анти-
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тела могут представлять собой интактные иммуноглобулины поликлонального или моноклонального 
происхождения или их фрагменты, и могут быть получены из природных или рекомбинантных источни-
ков. Термины "фрагмент антитела" или "связывающий домен антитела" относятся к по меньшей мере 
одной части антитела или его рекомбинантных вариантов, которая содержит антигенсвязывающий до-
мен, т.е. к вариабельной области, определяющей антигенную специфичность интактного антитела, кото-
рая является достаточной для того чтобы обеспечить распознавание и специфичное связывание фрагмен-
та антитела с мишенью, такой как антиген и его определенный эпитоп. Примеры фрагментов антител 
включают, но не ограничиваются ими, фрагменты Fab, Fab', F(ab')2 и Fv, одноцепочечные (sc)Fv (scFv) 
фрагменты антител, линейные антитела, однодоменные антитела, такие как sdAb (VL или VH), домены 
VHH верблюдовых и полиспецифичные антитела, образованные из фрагментов антител. 

Термин "scFv" относится к гибридному белку, содержащему по меньшей мере один фрагмент анти-
тела, содержащий вариабельную область легкой цепи, и по меньшей мере один фрагмент антитела, со-
держащий вариабельную область тяжелой цепи, причем вариабельные области легкой цепи и тяжелой 
цепи непосредственно связаны с помощью короткого гибкого полипептидного мостика, и способны экс-
прессироваться в виде одной полипептидной цепи, и при этом scFv сохраняет специфичность интактного 
антитела, из которого получен этот фрагмент. 

Термин "вариабельная область тяжелой цепи" или "VH" применительно к антителу относится к 
фрагменту тяжелой цепи, которая содержит три CDR, расположенные между фланкирующими участка-
ми, известными как каркасные участки, причем указанные каркасные участки, как правило, более высо-
коконсервативны, чем CDR, и образуют каркас для поддержки CDR. 

Если не указано иное, в настоящем патенте scFv может содержать вариабельные области VL и VH в 
любом порядке, например, по отношению к N-концу и С-концу полипептида, scFv может содержать VL-
линкер-VH или может содержать VH-линкер-VL. 

Часть композиции TFP согласно настоящему изобретению, содержащая антитело или фрагмент ан-
титела, может существовать в различных формах, в которых антигенсвязывающий домен экспрессирует-
ся как часть непрерывной полипептидной цепи, содержащей, например, фрагмент однодоменного анти-
тела (sdAb), одноцепочечное антитело (scFv), полученное из мышиного антитела, гуманизированного 
антитела или антитела человека (Harlow et al., 1999, In: Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, N.Y.; Harlow et al., 1989, в: Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbor, N.Y.; Houston et al., 1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883; Bird et al., 1988, Science 
242:423-426). Согласно одному аспекту антигенсвязывающий домен композиции TFP согласно настоя-
щему изобретению содержит фрагмент антитела. В дополнительном аспекте TFP содержит фрагмент 
антитела, который содержит scFv или sdAb. 

Термин "тяжелая цепь антитела" относится к большей из двух типов полипептидных цепей, присут-
ствующих в молекулах антител в природных конформациях, и обычно определяет класс, к которому 
принадлежит антитело. 

Термин "легкая цепь антитела" относится к меньшей из двух типов полипептидных цепей, присут-
ствующих в молекулах антител в природных конформациях. Каппа (κ) и лямбда (λ) легкие цепи относят-
ся к двум основным изотипам легкой цепи антитела. 

Термин "рекомбинантное антитело" означает антитело, которое получено с использованием техно-
логии рекомбинантной ДНК, такое как, например, антитело, которое экспрессируется системой экспрес-
сии в бактериофагах или дрожжах. Термин также означает антитело, которое было получено путем син-
теза молекулы ДНК, кодирующей антитело и обеспечивающей экспрессию указанного антитела, или 
аминокислотной последовательности, определяющей антитело, причем последовательность ДНК или 
аминокислотная последовательность была получена с использованием технологии рекомбинантной ДНК 
или аминокислотной последовательности, которая доступна и хорошо известна в данной области техни-
ки. Термин "антиген" или "Ag" относится к молекуле, которая способна специфично связываться с анти-
телом или иным образом провоцировать иммунный ответ. Иммунный ответ может включать выработку 
антител или активацию специфичных иммунологически компетентных клеток или и то и другое. 

Специалист в данной области техники поймет, что любая макромолекула, включая практически все 
белки или пептиды, может служить в качестве антигена. Кроме того, антигены могут быть получены из 
рекомбинантной или геномной ДНК. Специалист в данной области техники поймет, что любая ДНК, ко-
торая содержит нуклеотидную последовательность или частичную нуклеотидную последовательность, 
кодирующую белок, который вызывает иммунный ответ, следовательно, кодирует "антиген", в соответ-
ствии с использованием данного термина в настоящем документе. Кроме того, специалист в данной об-
ласти техники поймет, что антиген не должен кодироваться исключительно полноразмерной нуклеотид-
ной последовательностью гена. Очевидно, что настоящее изобретение включает, но не ограничивается 
ими, применение частичных нуклеотидных последовательностей более чем одного гена, и что подходя-
щие нуклеотидные последовательности сгруппированы в различные комбинации, чтобы кодировать по-
липептиды, которые вызывают желаемую иммунную реакцию. Кроме того, специалист в данной области 
техники поймет, что антиген не должен кодироваться "геном" вообще. Очевидно, что антиген может 
быть синтезирован или может быть получен из биологического образца, или может представлять собой 
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макромолекулу, помимо полипептида. Подходящий биологический образец может включать, но не огра-
ничивается ими, образец ткани, образец опухоли, клетку или жидкость с другими биологическими ком-
понентами. 

Термин "противоопухолевое действие" относится к биологическому эффекту, который может про-
являться различными способами, включая, но не ограничиваясь ими, например, уменьшение объема опу-
холи, уменьшение количества опухолевых клеток, уменьшение числа метастазов, увеличение продолжи-
тельности жизни, уменьшение пролиферации опухолевых клеток, уменьшение выживаемости опухоле-
вых клеток или улучшение различных физиологических симптомов, связанных с раковым состоянием. 
"Противоопухолевое действие" также может проявляться в виде способности пептидов, полинуклеоти-
дов, клеток и антител согласно настоящему изобретению в первую очередь предотвращать возникнове-
ние опухоли. Термин "аутологичный" относится к любому материалу, полученному от одного и того же 
индивидуума, которому он будет повторно введен позже. Термин "аллогенный" относится к любому ма-
териалу, полученному из разных животных одного и того же вида или от пациента, который не является 
индивидуумом, которому вводят материал. Двое или более индивидуумов являются аллогенным по от-
ношению друг к другу, когда гены в одном или более локусов не являются идентичными. В некоторых 
аспектах аллогенный материал от индивидуумов одного и того же вида может отличаться в достаточной 
степени генетически, чтобы вызвать антигенное взаимодействие. 

Термин "ксеногенный" относится к трансплантату, полученному от животного другого вида. 
Термин "рак" относится к заболеванию, которое характеризуется быстрым и неконтролируемым 

размножением аберрантных клеток. Раковые клетки могут распространяться локально или через крово-
ток и лимфатическую систему к другим частям тела. Примеры различных видов рака описаны в настоя-
щем документе и включают, но не ограничиваются ими, рак молочной железы, рак предстательной желе-
зы, рак яичников, рак шейки матки, рак кожи, рак поджелудочной железы, колоректальный рак, рак по-
чек, рак печени, рак мозга, лимфому, лейкоз, рак легких и т.п. Выражения "заболевание, связанное с экс-
прессией CD19" и "заболевание, связанное с экспрессией ВСМА" включают, но не ограничиваются ими, 
заболевание, связанное с экспрессией CD19 или ВСМА, или состояние, связанное с клетками, которые 
экспрессируют CD19 или ВСМА, включая, например, пролиферативные заболевания, такие как рак или 
злокачественная опухоль, или предраковое состояние, такое как миелодисплазия, миелодиспластический 
синдром или предлейкоз; или показание, не относящееся к раку, связанное с клетками, которые экспрес-
сируют CD19 или ВСМА. Согласно одному аспекту рак, связанный с экспрессией CD19 или ВСМА, 
представляет собой гематологический рак. Согласно одному аспекту гематологический рак представляет 
собой лейкоз или лимфому. Согласно одному аспекту рак, связанный с экспрессией CD19 или ВСМА, 
включает различные виды рака и злокачественные опухоли, включая, но не ограничиваясь ими, напри-
мер, один или более видов острой лейкемии, включая, но не ограничиваясь ими, например, острую В-
клеточную лимфоидную лейкемию, острую Т-клеточную лимфоидную лейкомию (T-ALL); один или 
более видов хронической лейкемии, включая, но не ограничиваясь ими, CLL или хроническую миело-
генную лейкемию (CML). Другие гематологические раковые заболевания или гематологические состоя-
ния, связанные с экспрессией CD19, включают, но не ограничиваются ими, например, В-клеточную про-
лимфоцитарную лейкемию, новообразование бластных плазмацитоидных дендритных клеток, лимфому 
Беркитта, диффузную крупноклеточную В-клеточную лимфому, фолликулярную лимфому, лейкоз вор-
систых клеток, мелкоклеточную или крупноклеточную фолликулярную лимфому, злокачественные лим-
фопролиферативные состояния, лимфому MALT-типа, лимфому из клеток мантийной зоны, лимфому из 
клеток маргинальной зоны, множественную миелому, миелодисплазию, миелодиспластический синдром, 
неходжкинскую лимфому, плазмобластическую лимфому, новообразование плазмацитоидных дендрит-
ных клеток, макроглобулинемию Вальденстрема и "предлейкоз", которые представляют собой разнород-
ную совокупность гематологических состояний, общим признаком которых является неэффективная вы-
работка (или дисплазия) миелоидных клеток крови, и т.п. Другие заболевания, связанные с экспрессией 
CD19 или ВСМА, включают, но не ограничиваются ими, атипичные и/или неклассические виды рака, 
злокачественные опухоли, предраковые состояния или пролиферативные заболевания, связанные с экс-
прессией CD19 или ВСМА. Показания, не относящие к раку, связанные с экспрессией CD19 или ВСМА, 
включают, но не ограничиваются ими, аутоиммунное заболевание (например, волчанку, ревматоидный 
артрит, колит), воспалительные расстройства (аллергию и астму) и трансплантацию. 

Термин "консервативные модификации последовательности" относится к модификациям амино-
кислот, которые не оказывают существенного влияния или не изменяют характеристики связывания ан-
титела или фрагмента антитела, содержащего аминокислотную последовательность. Подходящие кон-
сервативные модификации включают замены, добавления и делеции аминокислот. Модификации могут 
быть введены в антитело или фрагмент антитела согласно настоящему изобретению с помощью стан-
дартных способов, известных в данной области техники, таких как сайт-направленный мутагенез и ПЦР-
опосредованный мутагенез. Консервативные замены аминокислот включают те, в которых остаток ами-
нокислоты заменен остатком аминокислоты, имеющим сходную боковую цепь. Семейства остатков ами-
нокислот, имеющих сходные боковые цепи, были определены в данной области техники. Эти семейства 
включают аминокислоты с основными боковыми цепями (например, лизин, аргинин, гистидин), кислот-
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ными боковыми цепями (например, аспарагиновую кислоту, глутаминовую кислоту), незаряженными 
полярными боковыми цепями (например, глицин, аспарагин, глутамин, серин, треонин, тирозин, цисте-
ин, триптофан), неполярными боковыми цепями (например, аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, 
фенилаланин, метионин), бета-разветвленными боковыми цепями (например, треонин, валин, изолейцин) 
и ароматическими боковыми цепями (например, тирозин, фенилаланин, триптофан, гистидин). Следова-
тельно, один или более остатков аминокислот в TFP согласно настоящему изобретению могут быть за-
менены другими остатками аминокислот из семейства, имеющего сходные боковые цепи, и измененный 
TFP может быть исследован с помощью функциональных количественных исследований, описанных в 
настоящем документе. 

Термин "стимуляция" относится к первичной реакции, индуцируемой путем связывания стимули-
рующего домена или стимулирующей молекулы (например, комплекса TCR/CD3) с его когнатным ли-
гандом, что приводит к передаче сигнала, включая, но не ограничиваясь этим, передачу сигнала с уча-
стием комплекса TCR/CD3. Стимуляция может опосредовать измененную экспрессию определенных 
молекул и/или реорганизацию структур цитоскелета и т.п. 

Термин "стимулирующая молекула" или "стимулирующий домен" относится к молекуле или ее час-
ти, экспрессируемой Т-клеткой, которая обеспечивает первичную цитоплазматическую сигнальную по-
следовательность(и), которая регулирует первичную активацию комплекса TCR, тем самым стимулируя 
его, по меньшей мере в отношении некоторых аспектов пути передачи сигналов с участием Т-клеток. 
Согласно одному аспекту первичный сигнал инициируется, например, при связывании комплекса 
TCR/CD3 с молекулой ГКГС, нагруженной пептидом, что ведет к индукции Т-клеточного ответа, вклю-
чая, но не ограничиваясь ими, пролиферацию, активацию, дифференцировку и т.п. Первичная цитоплаз-
матическая сигнальная последовательность (также называемая "первичный сигнальный домен"), которая 
действует стимулирующим образом, может содержать сигнальный мотив пути, который известен как 
иммунорецепторный тирозиновый активирующий мотив "ITAM". Примеры ITAM, содержащего первич-
ную цитоплазматическую сигнальную последовательность, которую можно применять в настоящем изо-
бретении, включают, но не ограничиваются ими, ITAM, полученные из TCR-дзета, FcR-гамма, FcR-бета, 
CD3-гамма, CD3-дельта, CD3-эпсилон, CD5, CD22, CD79a, CD79B, CD278 (также известного как 
"ICOS") и CD66d. 

Термин "антигенпредставляющая клетка" или "АПК" относится к клетке иммунной системы, такой 
как вспомогательная клетка (например, В-клетка, дендритная клетка и т.п.), которая представляет чуже-
родный антиген в комплексе с молекулами основного комплекса гистосовместимости (ГКГС) на ее по-
верхности. Т-клетки могут распознавать эти комплексы с использованием своих Т-клеточных рецепторов 
(TCR). АПК обрабатывают антигены и представляют их Т-клеткам. 

В настоящем изобретении термин "внутриклеточный сигнальный домен" относится к внутрикле-
точной части молекулы. Внутриклеточный сигнальный домен создает сигнал, который стимулирует им-
мунную эффекторную функцию клетки, содержащей TFP, например, TFP-экспрессирующей Т-клетки. 
Примеры иммунной эффекторной функции, например, в TFP-экспрессирующей Т-клетке, включают ци-
толитическую активность и активность Т-хелперов, включая секрецию цитокинов. Согласно одному ва-
рианту реализации настоящего изобретения внутриклеточный сигнальный домен может содержать пер-
вичный внутриклеточный сигнальный домен. Типичные первичные внутриклеточные сигнальные доме-
ны включают те, которые получены из молекул, ответственных за первичную стимуляцию, или антиген-
зависимую стимуляцию. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения внутриклеточ-
ный сигнальный домен может содержать костимулирующий внутриклеточный домен. Типичные кости-
мулирующие внутриклеточные сигнальные домены включают те, которые получены из молекул, ответ-
ственных за костимулирующие сигналы, или антигеннезависимую стимуляцию. 

Первичный внутриклеточный сигнальный домен может содержать ITAM (иммунорецепторный ти-
розиновый активирующий мотив). Примеры ITAM, содержащих первичные цитоплазматические сиг-
нальные последовательности, включают, но не ограничиваются ими, ITAM, полученные из CD3-дзета, 
FcR-гамма, FcR-бета, CD3-гамма, CD3-дельта, CD3-эпсилон, CD5, CD22, CD79a, CD79B и CD66d DAP10 
и DAP12. Термин "костимулирующая молекула" относится к когнатному партнеру по связыванию на Т-
клетке, который специфично связывается с костимулирующим лигандом, инициируя тем самым кости-
мулирующий ответ со стороны Т-клеток, такой как, но не ограничиваясь им, пролиферация. Костимули-
рующие молекулы представляют собой молекулы клеточной поверхности, отличные от рецепторов анти-
гена или их лигандов, которые необходимы для эффективного иммунного ответа. Костимулирующие 
молекулы включают, но не ограничиваются ими, молекулы ГКГС класса 1, BTLA и лиганд Toll-
рецептора, а также ОХ40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) и 4-1ВВ (CD137). Кос-
тимулирующий внутриклеточный сигнальный домен может представлять собой внутриклеточную часть 
костимулирующей молекулы. Костимулирующая молекула может быть представлена в следующих се-
мействах белков: белки рецептора ФНО, иммуноглобулин-подобные белки, рецепторы цитокинов, ин-
тегрины, сигнальные активирующие лимфоциты молекулы (белки SLAM) и активирующие рецепторы 
NK-клеток. Примеры подходящих молекул включают CD27, CD28, 4-1ВВ (CD137), ОХ40, GITR, CD30, 
CD40, ICOS, BAFFR, HVEM, ассоциированный с функцией лимфоцитов антиген-1 (LFA-1), CD2, CD7, 
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LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, В7-H3 и лиганд, который специфично связывается с CD83, и 
т.п. Внутриклеточный сигнальный домен может содержать всю внутриклеточную часть или весь натив-
ный внутриклеточный сигнальный домен молекулы, из которой он получен, или его функциональный 
фрагмент. Термин "4-1ВВ" относится к члену надсемейства рецепторов факторов некроза опухолей с 
аминокислотной последовательностью, представленной в GenBank под номером доступа ААА62478.2, 
или эквивалентными остатками из вида, отличного от человека, например мыши, грызуна, обезьяны, че-
ловекообразной обезьяны и т.п.; и "костимулирующий домен 4-1ВВ" определяют как аминокислотные 
остатки 214-255 из последовательности, представленной в GenBank под номером доступа ААА62478.2, 
или эквивалентные остатки из вида, отличного от человека, например мыши, грызуна, обезьяны, челове-
кообразной обезьяны и т.п. 

Термин "кодирующий" относится к природному свойству специфичных последовательностей нук-
леотидов в полинуклеотиде, таком как ген, кДНК или иРНК, служить в биологических процессах в каче-
стве матриц для синтеза других полимеров и макромолекул, имеющих определенную последователь-
ность нуклеотидов (например, рРНК, тРНК и иРНК) или определенную последовательность аминокислот 
и биологические свойства, обусловленные указанной аминокислотной последовательностью. Следова-
тельно, ген, кДНК, или РНК, кодирует белок, если транскрипция и трансляция иРНК, соответствующей 
этому гену, приводит к выработке белка в клетке или другой биологической системе. Кодирующая цепь, 
нуклеотидная последовательность которой идентична последовательности иРНК и, как правило, пред-
ставлена в перечне последовательностей, и некодирующая цепь, использованная в качестве матрицы для 
транскрипции гена или кДНК, могут быть отнесены к кодирующим белок или другой продукт указанно-
го гена или кДНК. 

Если не указано иное, то "нуклеотидная последовательность, кодирующая аминокислотную после-
довательность", включает все нуклеотидные последовательности, которые являются вырожденными ва-
риантами друг друга и которые кодируют одну и ту же аминокислотную последовательность. Выражение 
"нуклеотидная последовательность, которая кодирует белок или РНК" также может включать интроны в 
тех случаях, когда нуклеотидная последовательность, кодирующая белок, в некоторых вариантах, со-
держит один или более интронов. 

Термины "эффективное количество" или "терапевтически эффективное количество" используются в 
настоящем документе взаимозаменяемо и относятся к количеству соединения, состава, материала или 
композиции, описанному в настоящем документе, которое является эффективным для достижения кон-
кретного биологического или терапевтического результата. 

Термин "эндогенный" относится к любому материалу, который получен из организма, клетки, ткани 
или системы или произведен внутри них. 

Термин "экзогенный" относится к любому материалу, поступившему из организма, клетки, ткани 
или системы или произведенному вне их. 

Термин "экспрессия" относится к транскрипции и/или трансляции конкретной нуклеотидной после-
довательности, управляемой промотором. 

Термин "вектор для переноса" относится к композиции соединений, которая содержит выделенную 
нуклеиновую кислоту и которую можно применять для доставки выделенной нуклеиновой кислоты во 
внутреннее содержимое клетки. Многочисленные векторы известны в данной области техники, включая, 
но не ограничиваясь ими, линейные полинуклеотиды, полинуклеотиды, связанные с ионными или амфи-
фильными соединениями, плазмиды и вирусы. Следовательно, термин "вектор для переноса" включает 
автономно реплицирующуюся плазмиду или вирус. Термин также дополнительно включает неплазмид-
ные и невирусные соединения, которые облегчают перенос нуклеиновой кислоты в клетки, такие как, 
например, полилизин, липосома и т.п. Примеры вирусных векторов для переноса включают, но не огра-
ничиваются ими, аденовирусные векторы, векторы на основе аденоассоциированных вирусов, ретрови-
русные векторы, лентивирусные векторы и т.п. 

Термин "вектор экспрессии" относится к вектору, содержащему рекомбинантный полинуклеотид, 
содержащий последовательности, контролирующие экспрессию, функционально связанные с нуклеотид-
ной последовательностью, которую экспрессируют. Вектор экспрессии содержит достаточное количест-
во цис-действующих элементов для экспрессии; другие элементы для экспрессии могут обеспечиваться 
клеткой-хозяином или в системе экспрессии в условиях in vitro. Векторы экспрессии включают все век-
торы, которые известны в данной области техники, в том числе космиды, плазмиды (например, лишен-
ные оболочки или содержащиеся в липосомах) и вирусы (например, лентивирусы, ретровирусы, адено-
вирусы и аденоассоциированные вирусы), которые включают рекомбинантный полинуклеотид. 

Термин "лентивирус" относится к роду семейства Retroviridae. Лентивирусы являются уникальны-
ми среди ретровирусов, поскольку они способны инфицировать не делящиеся клетки; они могут доста-
вить значительное количество генетической информации в ДНК клетки-хозяина, поэтому они являются 
одними из наиболее эффективных векторов для доставки генов. ВИЧ, SIV и FIV являются примерами 
лентивирусов. 

Термин "лентивирусный вектор" относится к вектору, полученному из по меньшей мере части ге-
нома лентивируса, в частности, включая самоинактивирующийся лентивирусный вектор, описанный в 
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Milone et al., Mol. Ther. 17(8): 1453-1464 (2009). Другие примеры лентивирусных векторов, которые мо-
гут быть использованы в клинических условиях, включают, но не ограничиваются ими, например, тех-
нологию доставки генов LENTIVECTOR от Oxford BioMedica, векторную систему LENTIMAX от 
Lentigen, и т.п. Неклинические типы лентивирусных векторов также доступны и должны быть известны 
специалистам в данной области техники. 

Термин "гомологичный" или "идентичность" относится к идентичности последовательностей субъ-
единиц между двумя полимерными молекулами, например, между двумя молекулами нуклеиновых ки-
слот, такими как две молекулы ДНК или две молекулы РНК, или между двумя молекулами полипепти-
дов. В случае если положение субъединицы в обеих молекулах занято аналогичной мономерной субъе-
диницей, например, если положение в каждой из двух молекул ДНК занято аденином, то они являются 
гомологичными или идентичными в этом положении. Гомология между двумя последовательностями 
является прямой функцией числа совпадающих или гомологичных положений; например, если половина 
(например, пять положений в полимере, который содержит десять субъединиц в длину) положений в 
двух последовательностях являются гомологичными, то две последовательности на 50% гомологичны; 
если 90% положений (например, 9 из 10) совпадают или гомологичны, то две последовательности на 
90% гомологичны. 

"Гуманизированные" формы антител из вида, отличного от человека (например, мыши), представ-
ляют собой химерные иммуноглобулины, цепи иммуноглобулинов или их фрагменты (такие как Fv, Fab, 
Fab', F(ab')2 или другие антигенсвязывающие подпоследовательности антител), которые содержат мини-
мальную последовательность, полученную из иммуноглобулина вида, отличного от человека. По боль-
шей части, гуманизированные антитела и фрагменты таких антител представляют собой иммуноглобу-
лины человека (реципиентное антитело или фрагмент антитела), в которых остатки из гипервариабель-
ного участка (CDR) реципиента заменены остатками из CDR вида, отличного от человека (донорное ан-
титело), такого как мышь, крыса или кролик, имеющим требуемую специфичность, аффинность и актив-
ность. В некоторых случаях остатки каркасного участка Fv (FR) иммуноглобулина человека заменены 
соответствующими остатками из вида, отличного от человека. Кроме того, гуманизированное антите-
ло/фрагмент антитела может содержать остатки, которые не обнаруживаются ни в антителе-реципиенте, 
ни в импортируемых CDR или каркасных последовательностях. Эти модификации могут дополнительно 
улучшить и оптимизировать функциональность антитела или фрагмента. В целом гуманизированное ан-
титело или фрагмент указанного антитела будет содержать по существу все из по меньшей мере одного, 
обычно двух вариабельных доменов, в которых все или по существу все из областей CDR соответствуют 
таковым иммуноглобулина из вида, отличного от человека, и все или значительная часть FR представля-
ют собой участки из последовательности иммуноглобулина человека. Гуманизированное антитело или 
фрагмент указанного антитела также может содержать по меньшей мере часть константной области им-
муноглобулина (Fc), обычно иммуноглобулина человека. Jones et al., Nature, 321: 522-525, 1986; Reich-
mann et al., Nature, 332: 323-329, 1988; Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596, 1992. 

Термин "человеческий" или "полностью человеческий" относится к иммуноглобулину, такому как 
антитело или фрагмент антитела, когда вся молекула получена от человека или состоит из аминокислот-
ной последовательности, идентичной антителу или иммуноглобулину человека. 

Термин "выделенный" означает измененный или удаленный из природного состояния. Например, 
нуклеиновая кислота или пептид, которые обнаруживаются у живого животного в природных условиях, 
не являются "выделенными", однако аналогичная нуклеиновая кислота или пептид, частично или полно-
стью отделенные от сопутствующих материалов в его природном состоянии, являются "выделенными". 
Выделенная нуклеиновая кислота или белок может существовать в по существу очищенной форме или 
может существовать в неприродной среде, такой как, например, клетка-хозяин. 

Применительно к настоящему изобретению для часто встречающихся оснований нуклеиновых ки-
слот используются следующие сокращения. "А" относится к аденозину, "С" относится к цитозину, "G" 
относится к гуанозину, "Т" относится к тимидину и "U" относится к уридину. 

Термин "функционально связанный" или "транскрипционный контроль" относится к функциональ-
ной связи между регуляторной последовательностью и гетерологичной последовательностью нуклеино-
вой кислоты, что приводит к экспрессии последней. Например, первая последовательность нуклеиновой 
кислоты функционально связана со второй последовательностью нуклеиновой кислоты, когда первая 
последовательность нуклеиновой кислоты находится в функциональной связи со второй последователь-
ностью нуклеиновой кислоты. Например, промотор функционально связан с кодирующей последова-
тельностью, если промотор воздействует на транскрипцию или экспрессию кодирующей последователь-
ности. Функционально связанные последовательности ДНК могут быть смежными друг с другом и, на-
пример, если необходимо соединить две области, кодирующие белки, находятся в одной и той же рамке 
считывания. 

Термин "парентеральное" введение иммуногенной композиции включает, например, подкожную 
(п/к), внутривенную (в/в), внутримышечную (в/м) или интрастернальную инъекцию, внутриопухолевое 
введение или методики инфузий. Термин "нуклеиновая кислота" или "полинуклеотид" относится к де-
зоксирибонуклеиновым кислотам (ДНК) или рибонуклеиновым кислотам (РНК) и их полимерам в одно- 
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или двухцепочечной форме. Если конкретно не ограничено, термин охватывает нуклеиновые кислоты, 
содержащие известные аналоги природных нуклеотидов, которые имеют аналогичные связывающие 
свойства, как и эталонная нуклеиновая кислота, и которые метаболизируются аналогично природным 
нуклеотидам. 

Если не указано иное, то конкретная последовательность нуклеиновой кислоты также неявно вклю-
чает консервативно модифицированные варианты (например, замены вырожденных кодонов), аллели, 
ортологи, SNP и комплементарные последовательности, а также последовательность, указанную в явном 
виде. В частности, замены вырожденных кодонов могут быть достигнуты путем создания последова-
тельностей, в которых третье положение одного или более из выбранных (или всех) кодонов заменено 
неоднозначными основаниями и/или дезоксиинозиновыми остатками (Batzer et al., Nucleic Acid Res. 
19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); и Rossolini et al., Mol. Cell. Probes 8:91-
98 (1994)). 

Термины "пептид" "полипептид" и "белок" используются взаимозаменяемо и относятся к соедине-
нию, состоящему из остатков аминокислот, ковалентно соединенных пептидными связями. Белок или 
пептид должен содержать по меньшей мере две аминокислоты, при этом максимальное количество ами-
нокислот, которые может содержать последовательность белка или пептида, не ограничено. Полипепти-
ды включают любой пептид или белок, содержащий две или более аминокислот, соединенных друг с 
другом пептидными связями. В настоящем изобретении термин относится к коротким цепям, которые 
также обычно называются в данной области техники пептидами, олигопептидами и олигомерами, на-
пример, и к более длинным цепям, которые обычно называются в данной области техники белками, ко-
торых существует много типов. "Полипептиды" содержат, например, биологически активные фрагменты, 
по существу гомологичные полипептиды, олигопептиды, гомодимеры, гетеродимеры, варианты поли-
пептидов, модифицированные полипептиды, производные, аналоги, гибридные белки, помимо всего 
прочего. Полипептид включает природный пептид, рекомбинантный пептид или их комбинацию. 

Термин "промотор" относится к последовательности ДНК, которая распознается аппаратом транс-
крипции клетки или введенным синтетическим молекулярным аппаратом, и необходима для иницииро-
вания специфичной транскрипции полинуклеотидной последовательности. 

Термин "промотор/регуляторная последовательность" относится к последовательности нуклеино-
вой кислоты, которая необходима для экспрессии продукта гена, функционально связанного с промотор-
ной/регуляторной последовательностью. В некоторых случаях указанная последовательность может 
быть основной промоторной последовательностью, при этом в других случаях указанная последователь-
ность также может включать последовательность энхансера и другие регуляторные элементы, которые 
необходимы для экспрессии продукта гена. Промотор/регуляторная последовательность может, напри-
мер, представлять собой последовательность, которая экспрессирует продукт гена в ткани специфичным 
образом. 

Термин "конститутивный" промотор относится к нуклеотидной последовательности, которая, при 
наличии функциональной связи с полинуклеотидом, который кодирует или определяет продукт гена, 
вызывает выработку генного продукта в клетке в большинстве или во всех физиологических условиях 
клетки. 

Термин "индуцируемый" промотор относится к нуклеотидной последовательности, которая, при 
наличии функциональной связи с полинуклеотидом, который кодирует или определяет продукт гена, 
вызывает выработку генного продукта в клетке по существу, только если в клетке присутствует индук-
тор, который соответствует промотору. 

Термин "тканеспецифичный" промотор относится к нуклеотидной последовательности, которая, 
при наличии функциональной связи с полинуклеотидом, который кодирует или определяет продукт гена, 
вызывает выработку генного продукта в клетке по существу, только если клетка представляет собой 
клетку из типа ткани, соответствующей промотору. 

Термины "линкер" и "гибкий полипептидный линкер", применительно к scFv, относятся к пептид-
ному линкеру, который состоит из аминокислот, таких как остатки глицина и/или серина, используемых 
по отдельности или в комбинации, предназначенному для соединения вариабельных областей тяжелой и 
легкой цепей. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения гибкий полипептидный 
линкер представляет собой линкер Gly/Ser и содержит аминокислотную последовательность (Gly-Gly-
Gly-Ser)n, где n представляет собой положительное целое число равное или больше 1. Например, n=1, 
n=2, n=3, n=4, n=5, n=6, n=7, n=8, n=9 и n=10. Согласно одному варианту реализации настоящего изобре-
тения гибкие полипептидные линкеры включают, но не ограничиваются ими, (Gly4Ser)4 или (Gly4Ser)3. 
Согласно другому варианту реализации настоящего изобретения линкеры содержат множественные по-
вторы (Gly2Ser), (GlySer) или (Gly3Ser). Линкеры, описанные в WO2012/138475 (включен в настоящий 
документ посредством ссылки), также включены в объем настоящего изобретения. В некоторых случаях 
линкерная последовательность содержит длинную линкерную последовательность (LL). В некоторых 
случаях длинная линкерная последовательность содержит (G4S)n, где n=2-4. В некоторых случаях лин-
керная последовательность содержит короткую линкерную последовательность (SL). В некоторых слу-
чаях короткая линкерная последовательность содержит (G4S)n, где n=1-3. 
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В настоящем изобретении 5'-кэп (также называемый РНК-кэп, РНК-7-метилгуанозиновый кэп или 
PHK-m7G-кэп) представляет собой модифицированный гуаниновый нуклеотид, который был добавлен к 
"началу" или на 5'-конце эукариотической матричной РНК вскоре после старта транскрипции. 5'-кэп со-
стоит из терминальной группы, которая соединена с первым транскрибируемым нуклеотидом. Его при-
сутствие является очень важным для распознавания рибосомой и защиты от РНКазы. Добавление кэпа 
связано с транскрипцией и происходит котранскрипционно так, что каждый процесс влияет на другой. 
Вскоре после начала транскрипции 5'-конец синтезируемой иРНК связывается с кэп-синтезирующим 
комплексом, связанным с РНК-полимеразой. Этот ферментный комплекс катализирует химические реак-
ции, которые необходимы для кэппирования иРНК. Синтез протекает как многостадийная биохимиче-
ская реакция. Кэппирующий фрагмент может быть модифицирован, чтобы модулировать функциональ-
ность иРНК, например, стабильность или эффективность трансляции. 

В настоящем изобретении "транскрибируемая в условиях in vitro РНК" относится к РНК, предпоч-
тительно иРНК, которая была синтезирована в условиях in vitro. Как правило, транскрибируемая в усло-
виях in vitro РНК получена из транскрибируемого в условиях in vitro вектора. Транскрибируемый в усло-
виях in vitro вектор содержит матрицу, используемую для получения транскрибируемой в условиях in 
vitro РНК. В настоящем изобретении "поли(А)" представляет собой несколько остатков аденозина, при-
крепленных с помощью полиаденилирования к иРНК. В предпочтительном варианте реализации конст-
рукции для кратковременной экспрессии последовательность поли(А) содержит от 50 до 5000, предпоч-
тительно более 64, более предпочтительно более 100, наиболее предпочтительно более 300 или 400 осно-
ваний. Последовательности поли(А) могут быть модифицированы химическим или ферментативным 
путем, чтобы модулировать функциональные возможности иРНК, такие как локализация, стабильность и 
эффективность трансляции. 

В настоящем изобретении "полиаденилирование" относится к ковалентному связыванию полиаде-
нильного фрагмента или его модифицированного варианта с молекулой иРНК. У эукариотических орга-
низмов большинство молекул информационной РНК (иРНК) полиаденилированы на 3'-конце. 3'-поли(А) 
хвост представляет собой длинную последовательность адениновых нуклеотидов (часто несколько со-
тен), добавленных к пре-иРНК под действием фермента полиаденилатполимеразы. У высших эукариот 
поли(А) хвост добавляется на транскрипты, которые содержат специфичную последовательность, сигнал 
полиаденилирования. Последовательность поли(А) и связанный с ней белок помогают защищать иРНК 
от разрушения экзонуклеазами. Полиаденилирование также имеет большое значение для терминации 
транскрипции, экспорта иРНК из ядра и трансляции. Полиаденилирование происходит в ядре сразу по-
сле транскрипции ДНК в РНК, но дополнительно также может происходить позже в цитоплазме. После 
прекращения транскрипции цепь иРНК расщепляется под действием эндонуклеазного комплекса, свя-
занного с РНК-полимеразой. Сайт расщепления обычно характеризуется наличием последовательности 
оснований AAUAAA вблизи сайта расщепления. После расщепления иРНК происходит добавление аде-
нозиновых остатков к свободному 3'-концу в сайте расщепления. 

В настоящем изобретении термин "кратковременный" относится к экспрессии неинтегрированного 
трансгена в течение часов, дней или недель, причем период времени, необходимый для экспрессии, 
меньше, чем период времени для экспрессии гена, интегрированного в геном или содержащегося в ста-
бильном плазмидном репликоне в клетке-хозяине. 

Термин "путь передачи сигнала" относится к биохимической взаимосвязи между различными сиг-
нальными молекулами, которые участвуют в передаче сигнала от одной части клетки к другой части 
клетки. Выражение "рецептор клеточной поверхности" включает молекулу и комплексы молекул, спо-
собных принимать сигнал и передавать сигнал через мембрану клетки. 

Термин "субъект" включает живые организмы, у которых может быть вызвана иммунная реакция 
(например, млекопитающих, человека). 

Термин "по существу очищенная" клетка относится к клетке, которая по существу не содержит дру-
гих типов клеток. По существу очищенная клетка также относится к клетке, которая была отделена от 
других типов клеток, с которыми она обычно связана в природном состоянии. В некоторых случаях по-
пуляция по существу очищенных клеток относится к гомогенной популяции клеток. В других случаях 
этот термин относится только к клеткам, которые были отделены от клеток, с которыми они связаны в 
природном состоянии. В некоторых аспектах клетки культивируют в условиях in vitro. В других аспектах 
клетки не культивируют в условиях in vitro. 

В настоящем изобретении термин "терапевтический" означает лечение. 
Терапевтический эффект достигается путем уменьшения, подавления, ремиссии или эрадикации 

болезненного состояния. 
В настоящем изобретении термин "профилактика" означает профилактику или защитную обработку 

в отношении заболевания или болезненного состояния. 
Применительно к настоящему изобретению термины "опухолевый антиген" или "антиген гипер-

пролиферативного расстройства" или "антиген, связанный с гиперпролиферативным расстройством" от-
носятся к антигенам, которые являются общими для конкретных гиперпролиферативных расстройств. 
Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения антигены гиперпролиферативного расстройства 
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согласно настоящему изобретению имеют раковое происхождение, включая, но не ограничиваясь ими, 
первичную или метастатическую меланому, тимому, лимфому, саркому, рак легких, рак печени, НХЛ, 
лейкозы, рак матки, рак шейки матки, рак мочевого пузыря, рак почек и аденокарциномы, такие как рак 
молочной железы, рак предстательной железы, рак яичников, рак поджелудочной железы и т.п. Термин 
"трансфецированный", или "трансформированный", или "трансдуцированный" относится к процессу, с 
помощью которого экзогенную нуклеиновую кислоту переносят или вводят в клетку-хозяина. "Трансфе-
цированная", или "трансформированная", или "трансдуцированная" клетка представляет собой клетку, 
которая была трансфецирована, трансформирована или трансдуцирована экзогенной нуклеиновой кисло-
той. Клетка включает первичную клетку субъекта и ее потомство. Термин "специфично связывается" 
означает антитело, фрагмент антитела или специфичный лиганд, который распознает и связывается с 
когнатным партнером по связыванию (например, CD19), присутствующим в образце, но который по су-
ществу и в значительной степени не распознает или не связывает другие молекулы в образце. Диапазо-
ны: в настоящем документе различные аспекты настоящего изобретения могут быть представлены в 
формате диапазона. Следует понимать, что описание в формате диапазона приведено исключительно для 
удобства и краткости и не должно быть истолковано как жесткое ограничение объема настоящего изо-
бретения. Соответственно, описание диапазона следует рассматривать, как конкретно описывающее все 
возможные поддиапазоны, а также отдельные числовые значения в пределах данного диапазона. Напри-
мер, описание диапазона, например, от 1 до 6, следует рассматривать как конкретно раскрытые поддиа-
пазоны, такие как от 1 до 3, от 1 до 4, от 1 до 5, от 2 до 4, от 2 до 6, от 3 до 6 и т.д., а также отдельные 
цифровые значения в пределах данного диапазона, например, 1, 2, 2,7, 3, 4, 5, 5,3 и 6. В качестве другого 
примера, диапазон, например, 95-99% идентичность включает любое значение из 95, 96, 97, 98 или 99% 
идентичности и включает поддиапазоны, такие как 96-99, 96-98, 96-97, 97-99, 97-98 и 98-99% идентич-
ность. Широта диапазона не является ограничивающим фактором. 

Описание 

В настоящем изобретении предложены композиции соединений и способы применения для лечения 
заболевания, такого как рак, с использованием гибридных белков Т-клеточных рецепторов (TCR). В на-
стоящем изобретении "гибридный белок Т-клеточного рецептора (TCR)" или "TFP" содержит рекомби-
нантный полипептид, полученный из различных полипептидов, содержащих TCR, которые, как правило, 
способны i) связываться с поверхностным антигеном на клетках-мишенях, и ii) взаимодействовать с дру-
гими полипептидными компонентами интактного комплекса TCR, как правило, при совместном распо-
ложении внутри или на поверхности Т-клеток. TFP согласно настоящему изобретению обеспечивают 
значительные преимущества по сравнению с химерными антигенными рецепторами. Термин "химерный 
антигенный рецептор" или, в другом варианте, "CAR" относится к рекомбинантному полипептиду, со-
держащему внеклеточный антигенсвязывающий домен в форме scFv, трансмембранный домен и цито-
плазматические сигнальные домены (также называемые в настоящем документе "внутриклеточные сиг-
нальные домены"), содержащие функциональный сигнальный домен, полученный из стимулирующей 
молекулы, определенной ниже. Обычно центральный внутриклеточный сигнальный домен CAR получен 
из дзета-цепи CD3, которая обычно связана с комплексом TCR. Сигнальный домен CD3-дзета может 
быть гибридизован с одним или более функциональными сигнальными доменами, полученными из по 
меньшей мере одной костимулирующей молекулы, такой как 4-1ВВ (т.е. CD137), CD27 и/или CD28. 

Гибридные белки Т-клеточных рецепторов (TCR) (TFP). 
В область настоящего изобретения включены рекомбинантные конструкции ДНК, кодирующие 

TFP, причем указанный TFP содержит фрагмент антитела, который специфично связывается с CD19, 
например, CD19 человека, при этом последовательность фрагмента антитела является смежной и нахо-
дится в пределах одной и той же рамки считывания, как и последовательность нуклеиновой кислоты, 
кодирующая субъединицу TCR или ее часть. В область настоящего изобретения включены рекомбинант-
ные конструкции ДНК, кодирующие TFP, причем указанный TFP содержит фрагмент антитела, который 
специфично связывается с ВСМА, например, ВСМА человека, при этом последовательность фрагмента 
антитела является смежной и находится в пределах одной и той же рамки считывания, как и последова-
тельность нуклеиновой кислоты, кодирующая субъединицу TCR или ее часть. TFP согласно настоящему 
изобретению могут связываться с одной или более эндогенных (или, в другом варианте, одной или более 
экзогенных, или комбинацией эндогенных и экзогенных субъединиц) субъединиц TCR для того чтобы 
сформировать функциональный комплекс TCR. 

Согласно одному аспекту TFP согласно настоящему изобретению содержит специфичный в отно-
шении мишени связывающий элемент, иначе называемый антигенсвязывающий домен. Выбор фрагмента 
зависит от типа и количества антигена-мишени, который характеризует поверхность клетки-мишени. 
Например, антигенсвязывающий домен может быть выбран так, чтобы распознавать антиген-мишень, 
который выступает в качестве маркера клеточной поверхности на клетках-мишенях, связанных с кон-
кретным болезненным состоянием. Следовательно, примеры маркеров клеточной поверхности, которые 
могут выступать в качестве антигенов-мишеней для антигенсвязывающего домена в TFP согласно на-
стоящему изобретению, включают те, которые связаны с вирусными, бактериальными и паразитарными 
инфекциями; аутоиммунными заболеваниями; и раковыми заболеваниями (например, злокачественными 
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заболеваниями). 
Согласно одному аспекту TFP-опосредованный Т-клеточный ответ может быть направлен на анти-

ген, представляющий интерес, путем модификации антигенсвязывающего домена в TFP, который спе-
цифично связывается с желаемым антигеном. 

Согласно одному аспекту часть TFP, содержащая антигенсвязывающий домен, содержит антиген-
связывающий домен, который нацелен к CD19. В одном аспекте антигенсвязывающий домен нацелен к 
CD19 человека. Согласно одному аспекту часть TFP, содержащая антигенсвязывающий домен, содержит 
антигенсвязывающий домен, нацеленный к ВСМА. В одном аспекте антигенсвязывающий домен наце-
лен к ВСМА человека. 

Антигенсвязывающий домен может представлять собой любой домен, который связывается с анти-
геном, включая, но не ограничиваясь ими, моноклональное антитело, поликлональное антитело, реком-
бинантное антитело, антитело человека, гуманизированное антитело и их функциональный фрагмент, 
включая, но не ограничиваясь ими, однодоменное антитело, такое как вариабельный домен тяжелой цепи 
(VH), вариабельный домен легкой цепи (VL) и вариабельный домен (VHH) нанотела, полученного из верб-
людовых, а также альтернативный каркас, известный в данной области техники, чтобы функционировать 
в качестве антигенсвязывающего домена, такой как рекомбинантный домен фибронектина, антикалин, 
белок DARPIN и т.п. Аналогичным образом, природный или синтетический лиганд, специфично распо-
знающий и связывающий антиген-мишень, может быть использован в качестве антигенсвязывающего 
домена для TFP. В некоторых случаях получение антигенсвязывающего домена из того же вида, в кото-
ром в конечном итоге будет использован TFP, может обеспечить преимущества. Например, антигенсвя-
зывающий домен TFP, содержащий остатки антитела человека или остатки гуманизированного антитела, 
может обеспечить преимущества при применении у человека. 

Следовательно, согласно одному аспекту антигенсвязывающий домен содержит гуманизированное 
антитело или антитело человека или фрагмент антитела, или антитело или фрагмент антитела мыши. 
Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения гуманизированный или человеческий 
CD19- или ВСМА-связывающий домен содержит один или более (например, все три) из гипервариабель-
ного участка легкой цепи 1 (LC CDR1), гипервариабельного участка легкой цепи 2 (LC CDR2) и гипер-
вариабельного участка легкой цепи 3 (LC CDR3) гуманизированного или человеческого CD19- или 
ВСМА-связывающего домена, описанного в настоящем документе, и/или один или более (например, все 
три) из гипервариабельного участка тяжелой цепи 1 (НС CDR1), гипервариабельного участка тяжелой 
цепи 2 (НС CDR2) и гипервариабельного участка тяжелой цепи 3 (НС CDR3) гуманизированного или 
человеческого CD19-связывающего домена, описанного в настоящем документе, например, гуманизиро-
ванный или человеческий CD19- или ВСМА-связывающий домен, содержащий один или более, напри-
мер, все три, LC CDR, и один или более, например все три, НС CDR. Согласно одному варианту реализа-
ции настоящего изобретения гуманизированный или человеческий Cd19-связывающий домен содержит 
один или более (например, все три) из гипервариабельного участка тяжелой цепи 1 (НС CDR1), гиперва-
риабельного участка тяжелой цепи 2 (НС CDR2) и гипервариабельного участка тяжелой цепи 3 (НС 
CDR3) гуманизированного или человеческого CD19- или ВСМА-связывающего домена, описанного в 
настоящем документе, например, гуманизированный или человеческий CD19- или ВСМА-связывающий 
домен содержит две вариабельные области тяжелой цепи, каждая из которых содержит НС CDR1, НС 
CDR2 и НС CDR3, описанные в настоящем документе. Согласно одному варианту реализации настояще-
го изобретения гуманизированный или человеческий CD19- или ВСМА-связывающий домен содержит 
вариабельную область легкой цепи гуманизированного антитела или антитела человека, описанную в 
настоящем документе, и/или вариабельную область тяжелой цепи гуманизированного антитела или ан-
титела человека, описанную в настоящем документе. Согласно одному варианту реализации настоящего 
изобретения гуманизированный или человеческий CD19- или ВСМА-связывающий домен содержит гу-
манизированную вариабельную область тяжелой цепи, описанную в настоящем документе, например, по 
меньшей мере две гуманизированные вариабельные области тяжелой цепи или вариабельные области 
тяжелой цепи человека, описанные в настоящем документе. 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения CD19- или ВСМА-связывающий 
домен представляет собой scFv, содержащий легкую цепь и тяжелую цепь, содержащую аминокислот-
ную последовательность согласно настоящему изобретению. Согласно одному варианту реализации на-
стоящего изобретения CD19- или ВСМА-связывающий домен (например, scFv) содержит: вариабельную 
область легкой цепи, содержащую аминокислотную последовательность, содержащую по меньшей мере 
одну, две или три модификации (например, замены), но не более 30, 20 или 10 модификаций (например, 
замен) аминокислотной последовательности вариабельной области легкой цепи согласно настоящему 
изобретению, или последовательность, которая на 95-99% идентична аминокислотной последовательно-
сти согласно настоящему изобретению; и/или вариабельную область тяжелой цепи, содержащую амино-
кислотную последовательность, содержащую по меньшей мере одну, две или три модификации (напри-
мер, замены), но не более 30, 20 или 10 модификаций (например, замен) в аминокислотной последова-
тельности вариабельной области тяжелой цепи согласно настоящему изобретению, или последователь-
ность, которая на 95-99% идентична аминокислотной последовательности согласно настоящему изобре-
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тению. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения гуманизированный или человече-
ский CD19- или ВСМА-связывающий домен представляет собой scFv, и вариабельная область легкой 
цепи, содержащая аминокислотную последовательность, описанную в настоящем документе, присоеди-
нена к вариабельной области тяжелой цепи, содержащей аминокислотную последовательность, описан-
ную в настоящем документе, с помощью линкера, например, линкера, описанного в настоящем докумен-
те. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения гуманизированный CD19- или 
ВСМА-связывающий домен содержит линкер (Gly4-Ser)n, в котором n равно 1, 2, 3, 4, 5 или 6, предпоч-
тительно 3 или 4. Вариабельная область легкой цепи и вариабельная область тяжелой цепи scFv может 
быть, например, в любой из следующих ориентаций: вариабельная область легкой цепи-линкер-
вариабельная область тяжелой цепи или вариабельная область тяжелой цепи-линкер-вариабельная об-
ласть легкой цепи. В некоторых случаях линкерная последовательность содержит длинную линкерную 
последовательность (LL). В некоторых случаях длинная линкерная последовательность содержит (G4S)n, 
где n=2-4. В некоторых случаях линкерная последовательность содержит короткую линкерную последо-
вательность (SL). В некоторых случаях короткая линкерная последовательность содержит (G4S)n, где 
n=1-3. 

Согласно некоторым аспектам антитело из вида, не относящегося к человеку, представляет собой 
гуманизированное антитело, в котором специфичные последовательности или области антитела модифи-
цированы, чтобы увеличить сходство с антителом, которое вырабатывается у человека в природных ус-
ловиях, или его фрагментом. Согласно одному аспекту антигенсвязывающий домен является гуманизи-
рованным. 

Гуманизированное антитело может быть получено с использованием различных способов, извест-
ных в данной области техники, включая, но не ограничиваясь ими, прививку CDR (см., например, евро-
пейский патент ЕР239400; международную публикацию WO 91/09967 и патенты США № 5225539, 
5530101 и 5585089, каждый из которых полностью включен в настоящий патент посредством ссылки), 
рекомбинацию поверхностных остатков или модификацию поверхности (см., например, европейский 
патент ЕР592106 и ЕР519596; Padlan, 1991, Molecular Immunology, 28(4/5):489-498; Studnicka et al., 1994, 
Protein Engineering, 7(6):805-814; и Roguska et al., 1994, PNAS, 91:969-973, каждый из которых полностью 
включен в настоящий патент посредством ссылки), перестановку цепей (см., например, патент США  
№ 5565332, который полностью включен в настоящий патент посредством ссылки), а также методики, 
описанные, например, в публикации заявки на патент US2005/0042664, публикации заявки на патент 
US2005/0048617, патенте США № 6407213, патенте США № 5766886, международной публикации  
WO 9317105, Tan et al., J. Immunol., 169:1119-25 (2002), Caldas et al., Protein Eng., 13(5):353-60 (2000), 
Morea et al., Methods, 20(3):267-79 (2000), Baca et al., J. Biol. Chem., 272(16): 10678-84 (1997), Roguska et 
al., Protein Eng., 9(10):895-904 (1996), Couto et al., Cancer Res., 55 (23 Supp):5973s-5977s (1995), Couto et 
al., Cancer Res., 55(8): 1717-22 (1995), Sandhu J.S., Gene, 150(2):409-10 (1994), и Pedersen et al., J. Mol. 
Biol., 235(3):959-73 (1994), которые все полностью включены в настоящее изобретение посредством 
ссылки. Обычно каркасные остатки в каркасных участках будут заменены соответствующим остатком из 
CDR донорного антитела для изменения, например, улучшения, связывания антигена. Подходящие заме-
ны в каркасных участках определяют с помощью способов, хорошо известных в данной области техники, 
например, путем моделирования взаимодействий CDR и каркасных остатков для выявления каркасных 
остатков, важных для связывания антигена, и сравнения последовательностей для выявления нестан-
дартных каркасных остатков в конкретных положениях (см., например, работу Queen et al., патент США 
№ 5585089; и Riechmann et al., 1988, Nature, 332:323, которая полностью включена в настоящее изобре-
тение посредством ссылки). 

Гуманизированное антитело или фрагмент антитела содержит один или более остатков аминокис-
лот, которые остаются в нем из источника, который не относится к человеку. Указанные аминокислот-
ные остатки, не относящиеся к остаткам человека, часто называют "импортными" остатками, которые 
обычно берут из "импортного" вариабельного домена. Согласно настоящему изобретению гуманизиро-
ванные антитела или фрагменты антител содержат один или более CDR из молекул иммуноглобулина из 
вида, не относящегося к человеку, и каркасные участки, в которых аминокислотные остатки, составляю-
щие каркас, получены полностью или в основном из зародышевой линии человека. Несколько методик 
гуманизации антител или фрагментов антител хорошо известны в данной области техники и по существу 
могут быть выполнены в соответствии со способом, описанным Winter et al (Jones et al., Nature, 321:522-
525 (1986); Riechmann et al., Nature, 332:323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239:1534-1536 (1988)), 
путем замены CDR или последовательностей CDR грызунов соответствующими последовательностями 
антитела человека, т.е. путем прививки CDR (ЕР 239400; публикация РСТ WO 91/09967, и патенты США 
№ 4816567; 6331415; 5225539; 5530101; 5585089; 6548640, содержание которых полностью включено в 
настоящее изобретение посредством ссылки). В указанных гуманизированных антителах и фрагментах 
антител последовательность по существу меньшего размера, чем интактный вариабельный домен чело-
века, заменяли соответствующей последовательностью из вида, отличного от человека. Гуманизирован-
ные антитела часто являются антителами человека, в которых некоторые остатки CDR и необязательно 
некоторые остатки каркасных участков (FR) заменены остатками из аналогичных участков антител гры-
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зунов. Гуманизация антител и фрагментов антител также может быть достигнута путем рекомбинации 
поверхностных остатков или модификации поверхности (ЕР 592106; ЕР 519596; Padlan, 1991, Molecular 
Immunology, 28(4/5):489-498; Studnicka et al., Protein Engineering, 7(6):805-814 (1994); и Roguska et al., 
PNAS, 91:969-973 (1994)) или путем рекомбинации целых цепей (патент США № 5565332), содержание 
которых полностью включено в настоящее изобретение посредством ссылки. 

Выбор вариабельных доменов человека, как легких, так и тяжелых, для использования в получении 
гуманизированных антител проводят для снижения антигенности. В соответствии с так называемым спо-
собом "наилучшей подгонки" последовательность вариабельного домена антитела грызуна подвергают 
скринингу с использованием полной библиотеки известных последовательностей вариабельных доменов 
человека. Последовательность человека, которая максимально сходна с последовательностью грызуна, 
затем принимают в качестве каркасного участка человека (FR) для гуманизированного антитела (Sims et 
al., J. Immunol., 151:2296 (1993); Chothia et al., J. Mol. Biol., 196:901 (1987), содержание которых полно-
стью включено в настоящее изобретение посредством ссылки). В другом способе используют конкрет-
ный каркас, полученный из консенсусной последовательности всех антител человека конкретной под-
группы легких или тяжелых цепей. Аналогичный каркас может быть использован для нескольких раз-
личных гуманизированных антител (см., например, Nicholson et al. Mol. Immun. 34 (16-17): 1157-1165 
(1997); Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:4285 (1992); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993), 
содержание которых полностью включено в настоящее изобретение посредством ссылки). Согласно не-
которым вариантам реализации настоящего изобретения каркасный участок, например, все четыре кар-
касных участка, вариабельной области тяжелой цепи получен из последовательности зародышевой ли-
нии VH4-4-59. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения каркасный участок может 
содержать одну, две, три, четыре или пять модификаций, например, замен, например, аминокислоты в 
соответствующей мышиной последовательности. Согласно одному варианту реализации каркасный уча-
сток, например, все четыре каркасных участка вариабельной области легкой цепи получены из последо-
вательности зародышевой линии VK3-1.25. Согласно одному варианту реализации настоящего изобрете-
ния каркасный участок может содержать одну, две, три, четыре или пять модификаций, например, замен, 
например, аминокислоты в соответствующей мышиной последовательности. 

Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения часть композиции TFP согласно настояще-
му изобретению, которая содержит фрагмент антитела, является гуманизированной и сохраняет высокую 
аффинность в отношении антигена-мишени, а также другие благоприятные биологические свойства. В 
соответствии с одним аспектом настоящего изобретения гуманизированные антитела и фрагменты анти-
тел получают с помощью анализа исходных последовательностей и различных концептуальных гумани-
зированных продуктов с использованием трехмерных моделей исходных и гуманизированных последо-
вательностей. Трехмерные модели иммуноглобулинов обычно доступны и известны специалистам в дан-
ной области техники. Существуют компьютерные программы, которые иллюстрируют и отображают 
возможные трехмерные конформационные структуры выбранных последовательностей иммуноглобули-
нов. Проверка таких образцов позволяет проанализировать вероятную роль остатков в функционирова-
нии последовательности иммуноглобулина-кандидата, например, анализ остатков, которые влияют на 
способность иммуноглобулина-кандидата связываться с антигеном-мишенью. Следовательно, остатки 
FR могут быть выбраны и объединены из последовательности-реципиента и импортируемой последова-
тельности так, что достигается желаемая характеристика антитела или фрагмента антитела, например, 
повышенная аффинность в отношении антигена-мишени. В целом остатки CDR непосредственно и наи-
более существенно влияют на связывание антигена. Гуманизированное антитело или фрагмент антитела 
может сохранять аналогичную антигенную специфичность, как и исходное антитело, например, согласно 
настоящему изобретению, способность связываться с CD19 человека. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения гуманизированное антитело или фрагмент антитела может иметь 
улучшенную аффинность и/или специфичность связывания с CD19 человека или ВСМА человека. 

Согласно одному аспекту CD19- или ВСМА-связывающий домен характеризуется определенными 
функциональными признаками или свойствами антитела или фрагмента антитела. Например, согласно 
одному аспекту часть композиции TFP согласно настоящему изобретению, которая содержит антиген-
связывающий домен, специфично связывается с CD19 человека или ВСМА человека. Согласно одному 
аспекту реализации настоящего изобретения антигенсвязывающий домен имеет сходную или аналогич-
ную специфичность связывания с CD19 человека, как и FMC63 scFv, описанный в Nicholson et al. Mol. 
Immun. 34 (16-17): 1157-1165 (1997). Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен ан-
тигенсвязывающий доменом, содержащий антитело или фрагмент антитела, причем указанный антиген-
связывающий домен специфично связывается с белком CD19 или ВСМА или его фрагментом, при этом 
антитело или фрагмент антитела содержит вариабельную легкую цепь и/или вариабельную тяжелую 
цепь, которая содержит аминокислотную последовательность согласно настоящему изобретению. Со-
гласно некоторым аспектам scFv является смежным и находится в пределах одной и той же рамки счи-
тывания, как и лидерная последовательность. Согласно одному аспекту CD19- или ВСМА-связывающий 
домен представляет собой фрагмент, например, одноцепочечный вариабельный фрагмент (scFv). Соглас-
но одному аспекту CD19-связывающий домен представляет собой Fv, Fab, (Fab')2 или бифункциональное 
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(например, биспецифичное) гибридное антитело (например, Lanzavecchia et al., Eur. J. Immunol. 17, 105 
(1987)). Согласно одному аспекту антитело и его фрагменты связываются с белком CD19 с аффинно-
стью, характерной для антитела дикого типа, или с повышенной аффинностью. 

В настоящем изобретении также предложены способы получения антигенсвязывающего домена ан-
титела, специфичного в отношении антигена-мишени (например, CD19, ВСМА или любого антигена-
мишени, описанного в настоящем документе в другом месте, чтобы нацелить связывающие домены гиб-
ридного фрагмента), причем указанный способ позволяет получить путем добавления, удаления, замены 
или вставки одной или более аминокислот в аминокислотной последовательности домена VH, описанно-
го в настоящем документе, домен VH, который представляет собой вариант аминокислотной последова-
тельности домена VH, с последующим необязательным комбинированием домена VH, полученного ука-
занным способом, с одним или более доменами VL, и исследованием домена VH или комбинации VH/VL 
или их комбинации, чтобы выявить конкретный связывающий элемент или антигенсвязывающий домен 
антитела, специфичный в отношении антигена-мишени, представляющего интерес (например, CD19 или 
ВСМА), и необязательно с одним или более желаемыми свойствами. В некоторых случаях домены VH и 
scFv могут быть получены в соответствии со способом, известным в данной области техники (см., на-
пример, Bird et al. (1988), Science 242:423-426 и Huston et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-
5883). Молекулы scFv могут быть получены путем соединения областей VH и VL с использованием гиб-
ких полипептидных линкеров. Молекулы scFv содержат линкер (например, линкер Ser-Gly) с оптимизи-
рованной длиной и/или аминокислотным составом. Длина линкера может сильно влиять на сворачивание 
и взаимодействие вариабельных областей в scFv. Действительно, при использовании короткого полипеп-
тидного линкера (например, примерно 5-10 аминокислот) внутрицепочечное сворачивание предотвраща-
ется. Межцепочное сворачивание также необходимо для сближения двух вариабельных областей, чтобы 
сформировать функциональный сайт связывания эпитопа. В некоторых случаях линкерная последова-
тельность содержит длинную линкерную последовательность (LL). В некоторых случаях длинная лин-
керная последовательность содержит (G4S)n, где n=2-4. В некоторых случаях линкерная последователь-
ность содержит короткую линкерную последовательность (SL). В некоторых случаях короткая линкерная 
последовательность содержит (G4S)n, где n=1-3. Примеры ориентации и размера линкера описаны, на-
пример, в Hollinger et al. 1993, Proc Natl Acad. Sci. U.S.A. 90:6444-6448, публикации заявки на патент 
США 2005/0100543, 2005/0175606, 2007/0014794 и публикации РСТ WO 2006/020258 и WO 2007/024715, 
содержание которых полностью включено в настоящее изобретение посредством ссылки. 

scFv может содержать линкер, содержащий приблизительно 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более 15 ос-
татков, между областями VL и VH. Линкерная последовательность может содержать любую природную 
аминокислоту. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения линкерная последо-
вательность содержит аминокислоты глицин и серин. Согласно другому варианту реализации настояще-
го изобретения линкерная последовательность содержит наборы из повторов остатков глицина и серина, 
такие как (Gly4Ser)n, где n представляет собой положительное целое число, равное или большее 1. Со-
гласно одному варианту реализации настоящего изобретения линкер может представлять собой 
(Gly4Ser)4 или (Gly4Ser)3. Изменение длины линкера может сохранить или повысить активность, что при-
водит к более высокой эффективности в исследованиях активности. В некоторых случаях линкерная по-
следовательность содержит длинную линкерную последовательность (LL). В некоторых случаях длинная 
линкерная последовательность содержит (G4S)n, где n=2-4. В некоторых случаях линкерная последова-
тельность содержит короткую линкерную последовательность (SL). В некоторых случаях короткая лин-
керная последовательность содержит (G4S)n, где n=1-3. 

Стабильность и мутации. 
Стабильность CD19- или ВСМА-связывающего домена, например, молекулы scFv (например, рас-

творимого scFv), можно оценить, исходя из биофизических свойств (например, термической стабильно-
сти) стандартной контрольной молекулы scFv или полноразмерного антитела. Согласно одному варианту 
реализации настоящего изобретения термическая стабильность гуманизированного scFv или scFv чело-
века больше на приблизительно 0,1, приблизительно 0,25, приблизительно 0,5, приблизительно 0,75, 
приблизительно 1, приблизительно 1,25, приблизительно 1,5, приблизительно 1,75, приблизительно 2, 
приблизительно 2,5, приблизительно 3, приблизительно 3,5, приблизительно 4, приблизительно 4,5, при-
близительно 5, приблизительно 5,5, приблизительно 6, приблизительно 6,5, приблизительно 7, приблизи-
тельно 7,5, приблизительно 8, приблизительно 8,5, приблизительно 9, приблизительно 9,5, приблизи-
тельно 10, приблизительно 11, приблизительно 12, приблизительно 13, приблизительно 14 или приблизи-
тельно 15°C, чем исходного scFv в описанных количественных исследованиях. Улучшенная термическая 
стабильность CD19- или ВСМА-связывающего домена, например, scFv, затем придается полной конст-
рукции CD19-TFP, что приводит к улучшению терапевтических свойств CD19- или ВСМА-связывающей 
конструкции TFP. Термическая стабильность CD19- или ВСМА-связывающего домена, например, scFv, 
может быть улучшена по меньшей мере приблизительно на 2 или 3°С, по сравнению со стандартным 
антителом. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения термическая стабильность 
CD19- или ВСМА-связывающего домена, например, scFv, улучшена на 1°С по сравнению со стандарт-
ным антителом. Согласно другому варианту реализации настоящего изобретения термическая стабиль-
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ность CD19-связывающего домена, например, scFv, улучшена на 2°С по сравнению со стандартным ан-
тителом. Согласно другому варианту реализации настоящего изобретения термическая стабильность 
scFv улучшена на 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 или 15°С, по сравнению со стандартным антителом. 
Сравнения могут быть сделаны, например, между молекулами scFv, раскрытыми в настоящем докумен-
те, и молекулами scFv или фрагментами Fab антитела, из которого были получены scFv, VH и VL. Терми-
ческая стабильность может быть измерена с использованием способов, известных в данной области тех-
ники. Например, в одном варианте реализации, может быть измерена TM. Способы измерения TM и дру-
гие способы определения стабильности белка более подробно описаны ниже. 

Мутации в scFv (возникающие при гуманизации или прямом мутагенезе растворимого scFv) изме-
няют стабильность scFv и улучшают общую стабильность scFv и CD19- или ВСМА-связывающей конст-
рукции TFP. Стабильность гуманизированного scFv сравнивают с scFv мыши с использованием измере-
ний TM, температуры денатурации и температуры агрегации. Согласно одному варианту реализации на-
стоящего изобретения CD19- или ВСМА-связывающий домен, например, scFv, содержит по меньшей 
мере одну мутацию, возникшую в процессе гуманизации, так, что мутированный scFv придает повышен-
ную стабильность CD19-связывающей конструкции TFP. Согласно другому варианту реализации на-
стоящего изобретения CD19-связывающий домен, например, scFv, содержит по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9, 10 мутаций, возникающих в процессе гуманизации, так, что мутированный scFv придает по-
вышенную стабильность конструкции CD19-TFP или BCMA-TFP. 

Согласно одному аспекту реализации настоящего изобретения антигенсвязывающий домен TFP со-
держит аминокислотную последовательность, которая гомологична аминокислотной последовательности 
антигенсвязывающего домена согласно настоящему изобретению, и антигенсвязывающий домен сохра-
няет желаемые функциональные свойства фрагментов антител к CD19 или к ВСМА, описанных в на-
стоящем документе. В одном конкретном аспекте композиция TFP согласно настоящему изобретению 
содержит фрагмент антитела. Согласно другому аспекту указанный фрагмент антитела содержит scFv. 

Согласно различным аспектам антигенсвязывающий домен TFP сконструирован путем модифика-
ции одной или более аминокислот в одной или обеих вариабельных областях (например, VH и/или VL), 
например, в пределах одного или более CDR и/или в пределах одного или более каркасных участков. 
Согласно одному конкретному аспекту композиция TFP согласно настоящему изобретению содержит 
фрагмент антитела. Согласно другому аспекту указанный фрагмент антитела содержит scFv. 

Специалист в данной области техники поймет, что антитело или фрагмент антитела согласно на-
стоящему изобретению могут быть дополнительно модифицированы так, что они будут отличаться по 
аминокислотной последовательности (например, от дикого типа), но не желаемой активностью. Напри-
мер, в белок могут быть введены дополнительные нуклеотидные замены, приводящие к аминокислотным 
заменам в "несущественных" аминокислотных остатках. Например, остаток заменимой аминокислоты в 
молекуле может быть заменен остатком другой аминокислоты из семейства со сходными боковыми це-
пями. Согласно другому варианту реализации настоящего изобретения участок аминокислотной после-
довательности может быть заменен структурно аналогичным участком последовательности, который 
отличается по порядку и/или композиции членов семейства со сходными боковыми цепями, например, 
может быть сделана консервативная замена, в которой остаток аминокислоты заменен остатком амино-
кислоты, имеющим сходную боковую цепь. 

Семейства остатков аминокислот, имеющих сходные боковые цепи, были определены в данной об-
ласти техники, включая основные боковые цепи (например, лизин, аргинин, гистидин), кислотные боко-
вые цепи (например, аспарагиновую кислоту, глутаминовую кислоту), незаряженные полярные боковые 
цепи (например, глицин, аспарагин, глутамин, серин, треонин, тирозин, цистеин), неполярные боковые 
цепи (например, аланин, валин, лейцин, изолейцин, пролин, фенилаланин, метионин, триптофан), бета-
разветвленные боковые цепи (например, треонин, валин, изолейцин) и ароматические боковые цепи (на-
пример, тирозин, фенилаланин, триптофан, гистидин). Процент идентичности, применительно к двум 
или более нуклеиновым кислотам или полипептидным последовательностям, относится к двум или более 
последовательностям, которые являются одинаковыми. Две последовательности являются "по существу 
идентичными", если две последовательности имеют определенный процент остатков аминокислот или 
нуклеотидов, которые являются одинаковыми (например, 60% идентичность, необязательно 70, 71, 72, 
73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% иден-
тичность определенного участка, или, если не указано иное, всей последовательности), при сравнении и 
сопоставлении для определения максимального соответствия в окне сравнения, или обозначенного уча-
стка, оцененного с помощью одного из следующих алгоритмов сравнения последовательностей или пу-
тем ручного выравнивания и визуальной оценки. Необязательно, идентичность может иметь место на 
участке, который содержит по меньшей мере приблизительно 50 нуклеотидов (или 10 аминокислот) в 
длину, или более предпочтительно на участке, который содержит от 100 до 500 или 1000 или более нук-
леотидов (или 20, 50, 200 или более аминокислот) в длину. Для сравнения последовательностей, как пра-
вило, одна последовательность выступает в качестве эталонной последовательности, с которой сравни-
вают исследуемые последовательности. При использовании алгоритма сравнения последовательностей 
испытываемую и эталонную последовательности вводятся в компьютер, назначают координаты подпос-
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ледовательностей, в случае необходимости, а также назначают параметры алгоритма для программы со-
поставления последовательностей. Могут быть использованы параметры программы по умолчанию, или 
могут быть назначены альтернативные параметры. Затем на основании параметров программы алгоритм 
сравнения последовательностей вычисляет процент идентичности последовательности для испытывае-
мых последовательностей по отношению к эталонной последовательности. Методы сопоставления по-
следовательностей для сравнения хорошо известны в данной области техники. Оптимальное сопоставле-
ние последовательностей для сравнения можно проводить, например, с помощью алгоритма локальной 
гомологии, предложенного Smith and Waterman (1970), Adv. Appl. Math. 2:482c, с помощью алгоритма 
сопоставления областей гомологии, предложенного Needleman and Wunsch (1970), J. Mol. Biol. 48:443, с 
помощью поиска сходства с использованием метода Pearson and Lipman (1988), Proc. Nat'l. Acad. Sci. 
USA 85:2444, с помощью компьютерных вариантов реализации указанных алгоритмов (GAP, BESTFIT, 
FASTA и TFASTA в Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science Dr., Madi-
son, Wis.), или с помощью мануального сопоставления и визуальной оценки (см., например, Brent et al. 
(2003), Current Protocols in Molecular Biology)). Два примера алгоритмов, которые пригодны для опреде-
ления процента идентичности последовательностей и сходства последовательностей, включают алгорит-
мы BLAST и BLAST 2.0, которые описаны в Altschul et al. (1977), Nuc. Acids Res. 25:3389-3402; и Alt-
schul et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410 соответственно. Программное обеспечение для проведения 
анализа с помощью BLAST общедоступно через Национальный центр биотехнологической информации. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложены модификации аминокислотной по-
следовательности исходного антитела или фрагмента (например, scFv), которые приводят к получению 
функционально эквивалентных молекул. Например, VH или VL из CD19- или ВСМА-связывающего до-
мена, например, scFv, входящие в состав TFP, могут быть модифицированы, чтобы сохранить по мень-
шей мере приблизительно 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% идентичность каркасного участка исходной области VH или VL CD19-
связывающего домена, например, scFv. В настоящем изобретении предложены модификации всей конст-
рукции TFP, например, модификации в одной или более аминокислотных последовательностях различ-
ных областей конструкции TFP, чтобы получить функционально эквивалентные молекулы. Конструкция 
TFP может быть модифицирована, чтобы сохранить по меньшей мере приблизительно 70, 71, 72, 73, 74, 
75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% идентичность с 
исходной конструкцией TFP. 

Внеклеточный домен. 
Внеклеточный домен может быть получен из природного или из рекомбинантного источника. Если 

источник является природным, то домен может быть получен из любого белка, в частности из связанного 
с мембраной или трансмембранного белка. Согласно одному аспекту реализации настоящего изобрете-
ния внеклеточный домен способен связываться с трансмембранным доменом. Внеклеточный домен кон-
кретного варианта применения в настоящем изобретении может содержать по меньшей мере внеклеточ-
ную область(области), например, из альфа, бета или дзета-цепи Т-клеточного рецептора, или CD3-
эпсилон, CD3-гамма или CD3-дельта, или, в другом варианте, CD28, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, 
CD22, CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154. 

Трансмембранный домен. 
В целом последовательность TFP содержит внеклеточный домен и трансмембранный домен, коди-

руемый одной геномной последовательностью. В других вариантах реализации TFP может быть сконст-
руирован так, чтобы содержать трансмембранный домен, который является гетерологичным по отноше-
нию к внеклеточному домену TFP. Трансмембранный домен может содержать одну или более дополни-
тельных аминокислот, смежных с трансмембранной областью, например, одну или более аминокислот, 
связанных с внеклеточной областью белка, из которой был получен трансмембранный домен (например, 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или вплоть до 15 аминокислот внеклеточной области), и/или одну или более до-
полнительных аминокислот, связанных с внутриклеточной областью белка, из которой был получен 
трансмембранный белок (например, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или вплоть до 15 аминокислот внутрикле-
точной области). Согласно одному аспекту трансмембранный домен представляет собой домен, который 
связан с одним из других используемых доменов TFP. В некоторых случаях трансмембранный домен 
может быть выбран или модифицирован путем замены аминокислот, чтобы избежать связывания таких 
доменов с трансмембранными доменами одного и того же или различных поверхностных мембранных 
белков, например, чтобы свести к минимуму взаимодействие с другими членами рецепторного комплек-
са. Согласно одному аспекту трансмембранный домен способен к гомодимеризации с другим TFP на по-
верхности TFP-T-клеток. В другом аспекте аминокислотная последовательность трансмембранного до-
мена может быть модифицирована или заменена так, чтобы свести к минимуму взаимодействия со свя-
зывающими доменами нативного партнера по связыванию, присутствующего в том же TFP. 

Трансмембранный домен может быть получен из природного или из рекомбинантного источника. 
Если источник является природным, то домен может быть получен из любого связанного с мембраной 
или трансмембранного белка. Согласно одному аспекту реализации настоящего изобретения трансмем-
бранный домен способен передавать сигналы к внутриклеточному домену(ам) всякий раз, когда TFP свя-
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зывался с мишенью. Трансмембранный домен конкретного варианта применения в настоящем изобрете-
нии может содержать по меньшей мере трансмембранную область (области) из, например, альфа, бета 
или дзета-цепи Т-клеточного рецептора, CD28, CD3-эпсилон, CD45, CD4, CD5, CD8, CD9, CD16, CD22, 
CD33, CD37, CD64, CD80, CD86, CD134, CD137, CD154. 

В некоторых случаях трансмембранный домен может быть присоединен к внеклеточной области 
TFP, например, антигенсвязывающего домена TFP, с помощью шарнирной области, например, шарнир-
ной области белка человека. Например, в одном варианте реализации, шарнирная область может пред-
ставлять собой шарнирную область иммуноглобулина (Ig) человека, например, шарнирную область IgG4 
или шарнирную область CD8a. 

Линкеры. 
Необязательно, короткий олиго- или полипептидный линкер, содержащий от 2 до 10 аминокислот в 

длину, может образовывать связь между трансмембранным доменом и цитоплазматической областью 
TFP. Дублет глицин-серин обеспечивает особенно подходящий линкер. Например, согласно одному ас-
пекту линкер содержит аминокислотную последовательность GGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 3). Согласно 
некоторым вариантам реализации настоящего изобретения линкер кодируется нуклеотидной последова-
тельностью GGTGGCGGAGGTTCTGGAGGTGGAGGTTCC (SEQ ID NO: 4). 

Цитоплазматический домен. 
Цитоплазматический домен TFP может содержать внутриклеточный сигнальный домен, если TFP 

содержит полипептиды CD3-гамма, дельта или эпсилон; субъединицы TCR-альфа и TCR-бета, как пра-
вило, отсутствуют в сигнальном домене. Внутриклеточный сигнальный домен обычно отвечает за акти-
вацию по меньшей мере одной из нормальных эффекторных функций иммунной клетки, в которую был 
введен TFP. Термин "эффекторные функции" относится к специализированной функции клетки. Эффек-
торная функция Т-клеток, например, может представлять собой цитолитическую активность или вспомо-
гательную активность, включая секрецию цитокинов. Следовательно, термин "внутриклеточный сиг-
нальный домен" относится к части белка, которая передает эффекторный функциональный сигнал и на-
правляет клетку на выполнение специализированной функции. Несмотря на то что обычно может быть 
использован полноразмерный внутриклеточный сигнальный домен, во многих случаях нет необходимо-
сти использовать всю цепь. В той степени, в которой используется усеченная часть внутриклеточного 
сигнального домена, такая усеченная часть может быть использована вместо интактной цепи до тех пор, 
пока она передает эффекторный функциональный сигнал. Термин внутриклеточный сигнальный домен, 
следовательно, включает любую усеченную часть внутриклеточного сигнального домена, достаточную 
для передачи эффекторного функционального сигнала. 

Примеры внутриклеточных сигнальных доменов для использования в TFP согласно настоящему 
изобретению включают цитоплазматические последовательности Т-клеточного рецептора (TCR) и ко-
рецепторы, которые действуют совместно, чтобы инициировать передачу сигнала после связывания ан-
тигенного рецептора, а также любое производное или вариант указанных последовательностей и любой 
рекомбинантной последовательности, которая имеет аналогичную функциональную способность. Как 
известно, сигналы, которые возникают при участии только TCR, не могут вызвать полную активацию 
наивных Т-клеток, и необходим вторичный и/или костимулирующий сигнал. Следовательно, можно ска-
зать, что активация наивных Т-клеток опосредована двумя различными классами цитоплазматических 
сигнальных последовательностей: теми, которые инициируют антигензависимую первичную активацию 
посредством TCR (первичные внутриклеточные сигнальные домены), а также теми, которые действуют 
антигеннезависимым способом, чтобы обеспечить вторичный или костимулирующий сигнал (вторичный 
цитоплазматический домен, например, костимулирующий домен). 

Первичный сигнальный домен регулирует первичную активацию комплекса TCR посредством сти-
мулирующего пути или ингибирующего пути. Первичные внутриклеточные сигнальные домены, кото-
рые действуют стимулирующим путем, могут содержать мотивы, которые известны как иммунорецеп-
торные тирозиновые активирующие мотивы (ITAM). 

Примеры ITAM, содержащих первичные внутриклеточные сигнальные домены, которые являются 
особенно пригодными согласно настоящему изобретению, включают домены из CD3-дзета, FcR-гамма, 
FcR-бета, CD3-гамма, CD3-дельта, CD3-эпсилон, CD5, CD22, CD79a, CD79B и CD66d. Согласно одному 
варианту реализации настоящего изобретения TFP согласно настоящему изобретению содержит внутри-
клеточный сигнальный домен, например, первичный сигнальный домен из CD3-эпсилон. Согласно од-
ному варианту реализации настоящего изобретения первичный сигнальный домен содержит модифици-
рованный домен ITAM, например, мутированный домен ITAM, который имеет измененную (например, 
повышенную или пониженную) активность по сравнению с нативным доменом ITAM. Согласно одному 
варианту реализации настоящего изобретения первичный сигнальный домен содержит модифицирован-
ный ITAM-содержащий первичный внутриклеточный сигнальный домен, например, оптимизированный 
и/или усеченный ITAM-содержащий первичный внутриклеточный сигнальный домен. Согласно одному 
варианту реализации настоящего изобретения первичный сигнальный домен содержит один, два, три, 
четыре или более мотивов ITAM. 

Внутриклеточный сигнальный домен TFP может содержать сигнальный домен CD3-дзета по от-
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дельности или он может быть объединен с любым другим желаемым внутриклеточным сигнальным до-
меном (доменами), который можно применять в TFP согласно настоящему изобретению. Например, 
внутриклеточный сигнальный домен TFP может содержать часть цепи CD3-эпсилон и костимулирую-
щий сигнальный домен. Костимулирующий сигнальный домен относится к части TFP, содержащей 
внутриклеточный домен костимулирующей молекулы. Костимулирующая молекула представляет собой 
молекулу клеточной поверхности, за исключением антигенного рецептора или его лигандов, которая 
необходима для эффективного ответа лимфоцитов на антиген. Примеры таких молекул включают CD27, 
CD28, 4-1ВВ (CD137), ОХ40, CD30, CD40, PD1, ICOS, ассоциированный с функцией лимфоцитов анти-
ген-1 (LFA-1), CD2, CD7, LIGHT, NKG2C, В7-Н3 и лиганд, который специфично связывается с CD83, и 
т.п. Например, было показано, что костимуляция CD27 усиливает пролиферацию, эффекторную функ-
цию и выживание TFP-T-клеток человека в условиях in vitro и увеличивает устойчивость и противоопу-
холевую активность Т-клеток человека в условиях in vivo (Song et al. Blood. 2012; 119(3):696-706). 

Внутриклеточные сигнальные последовательности в цитоплазматической части TFP согласно на-
стоящему изобретению могут быть связаны друг с другом в случайном или указанном порядке. Необяза-
тельно, короткий олиго- или полипептидный линкер, например, содержащий от 2 до 10 аминокислот (на-
пример, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 аминокислот) в длину, может образовывать связь между внутриклеточ-
ными сигнальными последовательностями. 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения в качестве подходящего линкера 
может быть использован дублет глицин-серин. Согласно одному варианту реализации настоящего изо-
бретения в качестве подходящего линкера может быть использована отдельная аминокислота, например, 
аланин или глицин. Согласно одному аспекту TFP-экспрессирующая клетка, описанная в настоящем до-
кументе, может дополнительно содержать второй TFP, например, второй TFP, который содержит другой 
антигенсвязывающий домен, например, нацеленный к одной и той же мишени (CD19 или ВСМА) или 
другой мишени (например, CD123). Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения, ес-
ли TFP-экспрессирующая клетка содержит два или более различных TFP, то антигенсвязывающие доме-
ны различных TFP не взаимодействуют друг с другом. Например, клетка, экспрессирующая первый и 
второй TFP, может содержать антигенсвязывающий домен первого TFP, например, в виде фрагмента, 
например, scFv, который не связывается с антигенсвязывающим доменом второго TFP, например анти-
генсвязывающий домен второго TFP представляет собой VHH. 

Согласно другому аспекту TFP-экспрессирующая клетка, описанная в настоящем документе, может 
дополнительно экспрессировать другой агент, например, агент, который повышает активность TFP-
экспрессирующей клетки. Например, в одном варианте реализации, агент может являться агентом, кото-
рый ингибирует ингибирующую молекулу. Ингибирующая молекула, например, PD1, может, в некото-
рых вариантах реализации, уменьшать способность TFP-экспрессирующей клетки вызывать иммунный 
эффекторный ответ. Примеры ингибирующих молекул включают PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAG3, 
VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2В4 и TGFRβ. Согласно одному варианту реализации настоящего 
изобретения агент, который ингибирует ингибирующую молекулу, содержит первый полипептид, на-
пример, ингибирующую молекулу, связанную со вторым полипептидом, который передает положитель-
ный сигнал в клетку, например, с внутриклеточным сигнальным доменом, описанным в настоящем до-
кументе. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения агент содержит первый поли-
пептид, например, из ингибирующей молекулы, такой как PD1, LAG3, CTLA4, CD160, BTLA, LAIR1, 
TIM3, 2B4 и TIGIT, или фрагмент любой из указанных молекул (например, по меньшей мере часть вне-
клеточного домена любой из указанных молекул), и второй полипептид, который представляет собой 
внутриклеточный сигнальный домен, описанный в настоящем документе (например, содержащий кости-
мулирующий домен (например, 4-1ВВ, CD27 или CD28, например, описанный в настоящем документе) 
и/или первичный сигнальный домен (например, сигнальный домен CD3-дзета, описанный в настоящем 
документе). Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения агент содержит первый по-
липептид PD1 или его фрагмент (например, по меньшей мере часть внеклеточного домена PD1), и второй 
полипептид внутриклеточного сигнального домена, описанного в настоящем документе (например, сиг-
нального домена CD28, описанного в настоящем документе, и/или сигнального домена CD3-дзета, опи-
санного в настоящем документе). PD1 является ингибирующим членом семейства рецепторов CD28, ко-
торое также включает CD28, CTLA-4, ICOS и BTLA. PD-1 экспрессируется на активированных В-
клетках, Т-клетках и миелоидных клеток (Agata et al. 1996 Int. Immunol 8:765-75). Было показано, что два 
лиганда PD1, PD-L1 и PD-L2, подавляют активацию Т-клеток после связывания с PD1 (Freeman et al. 
2000 J Exp Med 192:1027-34; Latchman et al. 2001 Nat Immunol 2:261-8; Carter et al. 2002 Eur J Immunol 
32:634-43). PD-L1 широко экспрессируется в злокачественных опухолях человека (Dong et al. 2003 J Mol 
Med 81:281-7; Blank et al. 2005 Cancer Immunol. Immunother 54:307-314; Konishi et al. 2004 Clin Cancer Res 
10:5094). Подавление иммунитета может быть обращено путем ингибирования локального взаимодейст-
вия PD1 с PD-L1. 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения агент содержит внеклеточный до-
мен (ВКД) ингибирующей молекулы, например, молекула запрограммированной гибели 1 (PD1) может 
быть гибридизована с трансмембранным доменом и необязательно внутриклеточным сигнальным доме-
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ном, таким как 4-1ВВ и CD3-дзета (также называемым в настоящем документе как PD1 TFP). Согласно 
одному варианту реализации настоящего изобретения PD1 TFP, при использовании в комбинациях с 
CD19-связывающим TFP, описанным в настоящем документе, улучшает устойчивость Т-клетки. Соглас-
но одному варианту реализации настоящего изобретения TFP представляет собой PD1 TFP, содержащий 
внеклеточный домен PD1. В другом варианте в настоящем изобретении предложены TFP, содержащие 
антитело или фрагмент антитела, такой как scFv, который специфично связывается с лигандом молекулы 
запрограммированной гибели 1 (PD-L1) или лигандом молекулы запрограммированной гибели 2 (PD-
L2). 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложена популяция TFP-экспрессирующих 
Т-клеток, например, TFP-T-клеток. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения 
популяция TFP-экспрессирующих Т-клеток содержит смесь клеток, экспрессирующих различные TFP. 
Например, в одном варианте, популяция TFP-T-клеток может содержать первую клетку, экспрессирую-
щую TFP, содержащий CD19- или ВСМА-связывающий домен, описанный в настоящем документе, и 
вторую клетку, экспрессирующую TFP, содержащий другой CD19- или ВСМА-связывающий домен, на-
пример, CD19- или ВСМА-связывающий домен, описанный в настоящем документе, который отличается 
от CD19-связывающего домена в TFP, экспрессированном в первой клетке. В качестве другого примера, 
популяция TFP-экспрессирующих клеток может содержать первую клетку, экспрессирующую TFP, ко-
торый содержит CD19- или ВСМА-связывающий домен, например, описанный в настоящем документе, 
и вторую клетку, экспрессирующую TFP, который содержит антигенсвязывающий домен к мишени, от-
личной от CD19 или ВСМА (например, к другому, ассоциированному с опухолью антигену). 

Согласно другому аспекту в настоящем изобретении предложена популяция клеток, в которой по 
меньшей мере одна клетка в популяции экспрессирует TFP, содержащий CD19- или ВСМА-
связывающий домен, описанный в настоящем документе, и вторая клетка, экспрессирующая другой 
агент, например, агент, который повышает активность TFP-экспрессирующей клетки. Например, в одном 
варианте реализации, агент может являться агентом, который ингибирует ингибирующую молекулу. Ин-
гибирующая молекула, например, может, в некоторых вариантах реализации, уменьшать способность 
TFP-экспрессирующей клетки вызывать иммунный эффекторный ответ. Примеры ингибирующих моле-
кул включают PD1, PD-L1, PD-L2, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, LAIR1, CD160, 2В4 и 
TGFRβ. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения агент, который ингибирует ин-
гибирующую молекулу, содержит первый полипептид, например, ингибирующую молекулу, связанную 
со вторым полипептидом, который передает положительный сигнал в клетку, например, с внутриклеточ-
ным сигнальным доменом, описанным в настоящем документе. В настоящем изобретении предложены 
способы получения транскрибируемой в условиях in vitro РНК, кодирующей TFP. В настоящем изобре-
тении также предложена РНК, кодирующая конструкцию TFP, которая может быть непосредственно 
трансфецирована в клетку. Способ получения иРНК для использования в трансфекции может включать 
транскрипцию в условиях in vitro (IVT) матрицы с использованием специально сконструированных 
праймеров, с последующим добавлением последовательности поли(А), чтобы получить конструкцию, 
содержащую 3'- и 5'-нетранслируемую последовательность (НТО), 5'-кэп и/или сайт внутренней посадки 
рибосомы (IRES), нуклеиновую кислоту, которую экспрессируют, и последовательность поли(А), обыч-
но содержащую 50-2000 оснований. РНК, полученная с помощью указанного способа, может эффектив-
но трансфецировать различные виды клеток. Согласно одному аспекту матрица содержит последова-
тельности для TFP. Согласно одному аспекту CD19-связывающий или ВСМА-связывающий TFP коди-
руется информационной РНК (иРНК). Согласно одному аспекту настоящего изобретения иРНК, коди-
рующую CD19-связывающий или ВСМА-связывающий TFP, вводят в Т-клетку для получения TFP-T-
клеток. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения транскрибируемая в условиях in 
vitro РНК TFP может быть введена в клетку в качестве одной из форм кратковременной трансфекции. 
РНК получают с помощью транскрипции в условиях in vitro с использованием матрицы, полученной с 
помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР). Представляющая интерес ДНК из любого источника 
может быть непосредственно преобразована с помощью ПЦР в матрицу для синтеза иРНК в условиях in 
vitro с использованием соответствующих праймеров и РНК-полимеразы. Источником ДНК может быть, 
например, геномная ДНК, плазмидная ДНК ДНК фага, кДНК, синтетическая последовательность ДНК 
или ДНК из любого другого соответствующего источника ДНК. Желаемая матрица для транскрипции в 
условиях in vitro представляет собой TFP согласно настоящему изобретению. Согласно одному варианту 
реализации настоящего изобретения ДНК, которая будет использована для ПЦР, содержит открытую 
рамку считывания. ДНК может быть получена из природной последовательности ДНК из генома орга-
низма. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения нуклеиновая кислота может со-
держать некоторые или все из 5'- и/или 3'-нетранслируемых областей (НТО). Нуклеиновая кислота может 
содержать экзоны и интроны. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения ДНК, ко-
торая будет использована для ПЦР, представляет собой последовательность нуклеиновой кислоты чело-
века. В другом варианте ДНК, которая будет использована для ПЦР, представляет собой последователь-
ность нуклеиновой кислоты человека, включая 5'- и 3'-НТО. В другом варианте ДНК может представлять 
собой искусственную последовательность ДНК, которая обычно не экспрессируется в организме в при-
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родных условиях. Типичная искусственная последовательность ДНК представляет собой последователь-
ность, которая содержит участки генов, которые лигированы вместе, чтобы образовать открытую рамку 
считывания, кодирующую гибридный белок. Участки ДНК, которые лигированы вместе, могут быть по-
лучены из одного организма или более чем из одного организма. 

ПЦР применяют для получения матрицы для транскрипции в условиях in vitro иРНК, которая ис-
пользуется для трансфекции. Способы проведения ПЦР хорошо известны в данной области техники. 
Праймеры для использования в ПЦР сконструированы так, чтобы содержать участки, которые являются 
по существу комплементарными участкам ДНК, которая будет использована в качестве матрицы для 
ПЦР. В настоящем изобретении термин "по существу комплементарны" относится к последовательно-
стям нуклеотидов, в которых большинство или все из оснований в последовательности праймера явля-
ются комплементарными, или одно или более оснований являются некомплементарными или несовпа-
дающими. По существу комплементарные последовательности могут сплавляться или гибридизоваться с 
предполагаемой мишенью ДНК в условиях сплавления, используемых для ПЦР. Праймеры могут быть 
сконструированы так, чтобы быть по существу комплементарными любой части ДНК-матрицы. Напри-
мер, праймеры могут быть сконструированы для амплификации части нуклеиновой кислоты, которая 
обычно транскрибируется в клетках (открытая рамка считывания), включая 5'- и 3'-НТО. Праймеры так-
же могут быть предназначены для амплификации фрагмента нуклеиновой кислоты, который кодирует 
определенную область, представляющую интерес. Согласно одному варианту реализации настоящего 
изобретения праймеры предназначены для амплификации кодирующей области кДНК человека, включая 
все или части 5'- и 3'-НТО. Праймеры, которые можно применять для ПЦР, могут быть получены с по-
мощью методов синтеза, которые хорошо известны в данной области техники. "Прямые праймеры" 
представляют собой праймеры, содержащие область нуклеотидов, которые являются по существу ком-
плементарными нуклеотидам на ДНК-матрице, расположенным выше 5'-конца относительно последова-
тельности ДНК, которая должна быть амплифицирована. В настоящем изобретении термин "расположе-
ный выше 5'-конца" используется для обозначения положения выше 5'-конца по отношению к последо-
вательности ДНК, подлежащей амплификации, по отношению к кодирующей цепи. "Обратные прайме-
ры" представляют собой праймеры, содержащие область нуклеотидов, которые по существу комплемен-
тарны матрице двухцепочечной ДНК, расположенной ниже 3'-конца относительно последовательности 
ДНК, которая должна быть амплифицирована. В настоящем изобретении термин "расположенный ниже 
3'-конца" используется для обозначения положения ниже 3'-конца по отношению к последовательности 
ДНК, подлежащей амплификации, по отношению к кодирующей цепи. 

Любая ДНК-полимераза, которую можно применять для ПЦР, может быть использована в спосо-
бах, описанных в настоящем документе. Реагенты и полимеразы коммерчески доступны из различных 
источников. 

Также могут быть использованы химические структуры, способные усиливать стабильность и/или 
эффективность трансляции. РНК предпочтительно содержит 5'- и 3'-НТО. Согласно одному варианту 
реализации настоящего изобретения 5'-НТО содержит от одного до 3000 нуклеотидов в длину. Длина 
последовательностей 5'- и 3'-НТО, которые будут добавлены к кодирующей области, может быть изме-
нена различными способами, включая, но не ограничиваясь ими, конструирование праймеров для ПЦР, 
которые сплавляются с различными участками НТО. Используя этот подход, специалист в данной облас-
ти техники может модифицировать длины 5'- и 3'-НТО, необходимых для достижения оптимальной эф-
фективности трансляции после трансфекции транскрибированной РНК. 

5'- и 3'-НТО могут быть природными, эндогенными 5'- и 3'-НТО для нуклеиновой кислоты, пред-
ставляющей интерес. В другом варианте последовательности НТО, которые не являются эндогенными по 
отношению к представляющей интерес нуклеиновой кислоте, могут быть добавлены путем включения 
последовательности НТО в прямой и обратный праймеры или с помощью любых других модификаций 
матрицы. Использование последовательностей НТО, которые не являются эндогенными по отношению к 
представляющей интерес нуклеиновой кислоте, может быть пригодным для модификации стабильности 
и/или эффективности трансляции РНК. Например, как известно, AU-обогащенные элементы в последо-
вательностях 3'-НТО могут уменьшать стабильность иРНК. Следовательно, 3'-НТО могут быть выбраны 
или сконструированы для повышения стабильности транскрипции РНК на основании свойств НТО, ко-
торые хорошо известны в данной области техники. 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения 5'-НТО может содержать последо-
вательность Козак из эндогенной нуклеиновой кислоты. В другом варианте если 5'-НТО, которая не яв-
ляется эндогенной по отношению к представляющей интерес нуклеиновой кислоте, добавляют с помо-
щью ПНР, как описано выше, то консенсусная последовательность Козак может быть изменена путем 
добавления последовательности 5'-НТО. Последовательности Козак могут повысить эффективность 
трансляции некоторых транскриптов РНК, однако, по видимости, не требуются для всех РНК для обес-
печения эффективной трансляции. Необходимость присутствия последовательностей Козак для многих 
иРНК известна в данной области техники. Согласно другим вариантам реализации настоящего изобрете-
ния 5'-НТО может представлять собой 5'-НТО из РНК-вируса, РНК-геном которого стабилен в клетках. 
Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения различные нуклеотидные аналоги мо-
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гут быть использованы в 3' или 5'-НТО, чтобы препятствовать разрушению иРНК экзонуклеазами. 
Чтобы обеспечить синтез РНК из ДНК-матрицы без клонирования генов, промотор транскрипции 

должен быть присоединен к ДНК-матрице выше 5'-конца относительно транскрибируемой последова-
тельности. Если последовательность, которая функционирует в качестве промотора для РНК-
полимеразы, добавляют к 5'-концу прямого праймера, то промотор РНК-полимеразы включается в про-
дукт ПЦР в выше 5'-конца относительно открытой рамки считывания, которая должна быть транскриби-
рована. Согласно одному предпочтительному варианту реализации настоящего изобретения промотор 
представляет собой промотор полимеразы Т7, описанный в настоящем документе в другом месте. Другие 
подходящие промоторы включают, но не ограничиваются ими, промоторы РНК-полимеразы Т3 и SP6. 
Консенсусные нуклеотидные последовательности для промоторов Т7, Т3 и SP6 известны в данной об-
ласти техники. Согласно предпочтительному варианту реализации настоящего изобретения иРНК со-
держит кэп на 5'-конце и 3'-поли(А) последовательность, которые определяют связывание рибосомы, 
инициацию трансляции и стабильность иРНК в клетке. На матрице круговой ДНК, например, 
плазмидной ДНК, РНК-полимераза синтезирует длинный конкатамерный продукт, который не пригоден 
для экспрессии в эукариотических клетках. Транскрипция плазмидной ДНК, линеаризованной на конце 
3'-НТО, приводит к синтезу иРНК нормального размера, которая не является эффективной при 
трансфекции в эукариотические клетки, даже если она была полиаденилирована после транскрипции. На 
матрице линейной ДНК РНК-полимераза фага Т7 может продлить 3'-конец транскрипта после 
последнего основания матрицы (Schenborn and Mierendorf, Nuc Acids Res., 13:6223-36 (1985); Nacheva 
and Berzal-Herranz, Eur. J. Biochem., 270:1485-65 (2003)). 

Молекулярное клонирование является стандартным способом интеграции участков полиА/Т в мат-
рицу ДНК. Однако последовательность полиА/Т, интегрированная в плазмидную ДНК, может привести к 
нестабильности плазмиды, поэтому плазмидные ДНК-матрицы, полученные из бактериальных клеток, 
часто сильно загрязнены делециями и другими аберрациями. Это делает процедуры клонирования не 
только трудоемкими и длительными, но зачастую и ненадежными. Именно поэтому очень необходим 
способ, который позволяет конструировать ДНК-матрицы с 3'-концевым участком полиА/Т без исполь-
зования молекулярного клонирования. 

Сегмент полиА/Т транскрипционной матрицы ДНК может быть получен в ходе ПЦР с использова-
нием обратного праймера, содержащего полиТ-хвост, такой как полиТ-хвост, содержащий 100 оснований 
(размер может составлять 50-5000 Т), или после ПЦР, проведенной любым другим способом, включая, 
но не ограничиваясь ими, лигирование ДНК или рекомбинацию в условиях in vitro. Поли(А)-хвосты так-
же обеспечивают стабильность РНК и уменьшают их разрушение. Как правило, длина поли(А)-хвоста 
положительно коррелирует с устойчивостью транскрибированной РНК. В одном из вариантов реализа-
ции поли(А)-хвост содержит от 100 до 5000 аденозиновых оснований. 

Поли(А)-хвосты РНК могут быть дополнительно продлены после транскрипции в условиях in vitro 
с использованием поли(А)-полимеразы, такой как поли(А)-полимераза из штамма Е. coli (E-PAP). Со-
гласно одному варианту реализации настоящего изобретения увеличение длины поли(А)-хвоста от 100 
нуклеотидов до 300-400 нуклеотидов приводит приблизительно к двукратному увеличению эффективно-
сти трансляции РНК. Помимо этого присоединение различных химических групп к 3'-концу может уве-
личить стабильность иРНК. Подходящие концевые удлинения могут содержать модифицирован-
ные/искусственные нуклеотиды, аптамеры и другие соединения. Например, аналоги АТФ могут быть 
включены в поли(А)-хвост с использованием поли(А)-полимеразы. Аналоги АТФ могут дополнительно 
повысить стабильность РНК. 5'-Кэпы также обеспечивают стабильность молекул РНК. В предпочтитель-
ном варианте реализации РНК, полученные способами, описанными в настоящем документе, содержат 
5'-кэп.5'-Кэп обеспечивается с использованием методик, известных в данной области техники и описан-
ных в настоящем документе (Cougot, et al., Trends in Biochem. Sci., 29:436-444 (2001); Stepinski, et al., 
RNA, 7:1468-95 (2001); Elango, et al., Biochim. Biophys. Res. Commun, 330:958-966 (2005)). 

РНК, полученные способами, описанными в настоящем документе, также могут содержать после-
довательность сайта внутренней посадки рибосомы (IRES). Последовательность IRES может представ-
лять собой любую вирусную, хромосомную или синтетическую последовательность, которая иницииру-
ет кэп-независимое связывание рибосомы с иРНК и способствует инициации трансляции. Любые раство-
ренные вещества, пригодные для клеточной электропорации, которые могут содержать факторы, увели-
чивающие проницаемость и жизнеспособность клетки, такие как сахара, пептиды, липиды, белки, анти-
оксиданты и поверхностно-активные вещества, могут быть включены. РНК может быть введена в клет-
ки-мишени с использованием любого из ряда различных способов, например, коммерчески доступных 
способов, которые включают, но не ограничиваются ими, электропорацию (Amaxa Nucleofector-II 
(Amaxa Biosystems, Кельн, Германия)), (ЕСМ 830 (ВТХ) (Harvard Instruments, Бостон, Массачусетс, 
США) или Gene Pulser II (BioRad, Денвер, Колорадо, США), Multiporator (Eppendort, Гамбург, Германия), 
трансфекцию опосредованную катионными липосомами, с использованием липофекции, инкапсуляцию 
полимерами, опосредованную пептидами трансфекцию или системы для биолистической доставки час-
тиц, такие как "генные ружья" (см., например, Nishikawa, et al. Hum Gene Then., 12(8):861-70 (2001)). 

Конструкции нуклеиновых кислот, кодирующих TFP. 
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В настоящем изобретении также предложены молекулы нуклеиновой кислоты, кодирующие одну 
или более конструкций TFP, описанных в настоящем документе. Согласно одному аспекту молекула 
нуклеиновой кислоты обеспечена в виде транскрипта информационной РНК. Согласно одному аспекту 
молекула нуклеиновой кислоты обеспечена в виде конструкции ДНК. 

Последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие желаемые молекулы, могут быть получены 
с использованием рекомбинантных способов, известных в данной области техники, таких как, например, 
скрининг библиотек из клеток, экспрессирующих ген, путем получения гена из вектора, который, как 
известно, содержит указанный ген, или путем выделения непосредственно из клеток и тканей, содержа-
щих указанный ген, с использованием стандартных методик. В другом варианте представляющий инте-
рес ген может быть получен с помощью способов синтеза, а не клонирования. 

В настоящем изобретении также предложены векторы, в которые вставлены ДНК согласно настоя-
щему изобретению. Векторы, полученные из ретровирусов, таких как лентивирусы, являются подходя-
щими инструментами для достижения долгосрочного переноса генов, поскольку они обеспечивают дли-
тельную, устойчивую интеграцию трансгена и его распространение в дочерних клетках. Лентивирусные 
векторы имеют дополнительное преимущество по сравнению с векторами, полученными из онко-
ретровирусов, таких как вирусы лейкоза мышей, поскольку они могут обеспечивать трансдукцию непро-
лиферирующих клеток, таких как гепатоциты. Также их дополнительное преимущество заключается в 
низкой иммуногенности. Согласно другому варианту реализации настоящего изобретения вектор, со-
держащий нуклеиновую кислоту, кодирующую желаемый TFP согласно настоящему изобретению, пред-
ставляет собой аденовирусный вектор (А5/35). Согласно другому варианту реализации настоящего изо-
бретения экспрессия нуклеиновых кислот, кодирующих TFP, может быть осуществлена с использовани-
ем транспозонов, таких как транспозон "Спящая красавица", crisper, CAS9 и нуклеазы с доменом "цинко-
вые пальцы". См. работу June et al. 2009 Nature Reviews Immunology 9.10: 704-716, которая включена в 
настоящее изобретение посредством ссылки. 

Конструкции для экспрессии согласно настоящему изобретению также можно применять для им-
мунизации нуклеиновой кислотой и для генной терапии с использованием стандартных протоколов дос-
тавки генов. Способы доставки генов известны в данной области техники (см., например, патенты США 
№ 5399346, 5580859, 5589466, которые полностью включены в настоящее изобретение посредством 
ссылки). Согласно другому варианту реализации в настоящем изобретении предложен вектор для генной 
терапии. 

Нуклеиновая кислота может быть клонирована в ряд векторов. Например, нуклеиновая кислота мо-
жет быть клонирована в вектор, включая, но не ограничиваясь ими, плазмиду, фагмиду, производное 
фага, вирус животного и космиду. Векторы, представляющие особый интерес, включают векторы экс-
прессии, векторы репликации, векторы для получения зонда и векторы для секвенирования. 

В свою очередь вектор экспрессии может быть введен в клетку в форме вирусного вектора. Техно-
логия вирусных векторов хорошо известна в данной области техники и описана, например, в Sambrook et 
al., 2012, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, volumes 1-4, Cold Spring Harbor Press, NY), а также в 
других руководствах по вирусологии и молекулярной биологии. Вирусы, которые можно применять в 
качестве векторов, включают, но не ограничиваются ими, ретровирусы, аденовирусы, аденоассоцииро-
ванные вирусы, вирусы герпеса и лентивирусы. В целом подходящий вектор содержит сайт инициации 
репликации, который является функциональным по меньшей мере в одном организме, последователь-
ность промотора, удобные сайты рестрикции эндонуклеазами и один или более селективных маркеров 
(например, WO 01/96584, WO 01/29058 и патент США № 6326193). 

Целый ряд систем на основе вирусов был разработан для переноса генов в клетки млекопитающих. 
Например, ретровирусы обеспечивают удобную платформу для систем доставки генов. Выбранный ген 
может быть введен в вектор и упакован в ретровирусные частицы с использованием способов, известных 
в данной области техники. Рекомбинантный вирус затем может быть выделен и доставлен к клеткам 
субъекта в условиях in vivo или ex vivo. Ряд ретровирусных систем известен в данной области техники. 
Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения используются аденовирусные век-
торы. Ряд аденовирусных векторов известен в данной области техники. Согласно одному варианту реа-
лизации настоящего изобретения используются лентивирусные векторы. 

Дополнительные промоторные элементы, например, энхансеры, регулируют частоту инициации 
транскрипции. Как правило, они расположены в области, которая локализована на 30-110 пар оснований 
выше 5'-конца сайта инициации, хотя было показано, что ряд промоторов содержит функциональные 
элементы, расположенные ниже сайта инициации. Расстояние между промоторными элементами часто 
является различным, так, что функция промотора сохраняется, если элементы инвертированы или пере-
мещены относительно друг друга. В промоторе тимидинкиназы (ТК) расстояние между элементами про-
мотора может быть увеличено до 50 пар оснований, прежде чем активность начинает снижаться. Как 
представляется, в зависимости от промотора отдельные элементы могут функционировать совместно или 
независимо друг от друга, чтобы активировать транскрипцию. 

Примером промотора, который способен экспрессировать трансген TFP в Т-клетках млекопитаю-
щих, является промотор EF1a. Нативный промотор EF1a стимулирует экспрессию альфа-субъединицы 
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комплекса фактора элонгации-1, который отвечает за ферментативную доставку аминоацил-тРНК к ри-
босоме. Промотор EF1a широко используется в плазмидах экспрессии у млекопитающих, и было показа-
но, что он является эффективными в стимулировании экспрессии TFP из трансгенов, клонированных в 
лентивирусный вектор (см., например, Milone et al., Mol. Ther. 17(8): 1453-1464 (2009)). Другим приме-
ром промотора является последовательность промотора немедленных ранних генов цитомегаловируса 
(ЦМВ). Указанная последовательность промотора представляет собой последовательность сильного кон-
ститутивного промотора, способного вызывать высокие уровни экспрессии любой полинуклеотидной 
последовательности, функционально связанной с ней. Однако также могут быть использованы другие 
конститутивные промоторные последовательности, включая, но не ограничиваясь ими, промотор генов 
раннего ответа вируса обезьян 40 (SV40), промотор вируса опухоли молочной железы мыши (MMTV), 
промотор длинного концевого повтора (LTR) вируса иммунодефицита человека (ВИЧ), промотор 
MoMuLV, промотор вируса птичьего лейкоза, промотор генов немедленного раннего ответа вируса Эп-
штейна-Барр, промотор вируса саркомы Рауса, а также промоторы генов человека, такие как, но не огра-
ничиваясь ими, промотор актина, промотор миозина, промотор фактора элонгации-1а, промотор гемо-
глобина и промотор креатинкиназы. В дальнейшем настоящее изобретение не должно быть ограничено 
использованием конститутивных промоторов. Индуцируемые промоторы также рассматриваются как 
часть настоящего изобретения. Применение индуцируемого промотора обеспечивает молекулярный пе-
реключатель, способный индуцировать экспрессию полинуклеотидной последовательности, с которой он 
функционально связан, если ее экспрессия необходима, или подавить экспрессию, если экспрессия не 
требуется. Примеры индуцируемых промоторов включают, но не ограничиваясь ими, промотор металло-
тионеина, промотор глюкокортикоидов, промотор прогестерона и регулируемый тетрациклином промо-
тор. 

Для того чтобы оценить экспрессию полипептида TFP или его части, вектор экспрессии, который 
будет введен в клетку, также может содержать селективный маркерный ген или ген-репортер или оба, 
чтобы облегчить идентификацию и отбор экспрессирующих клеток из популяции клеток, которые стре-
мились трансфецировать или инфицировать вирусными векторами. Согласно другим аспектам отдельная 
часть ДНК может нести селективный маркер, и он может быть использован в процедуре совместной 
трансфекции. Селективные маркеры и гены-репортеры могут быть фланкированы соответствующими 
регуляторными последовательностями, чтобы обеспечить экспрессию в клетках-хозяевах. Подходящие 
селективные маркеры содержат, например, гены устойчивости к антибиотикам, такие как neo и т.п. 

Гены-репортеры используют для выявления потенциально трансфецированных клеток и для оценки 
функциональности регуляторных последовательностей. В целом ген-репортер представляет собой ген, 
который не присутствует или не экспрессируется в организме или ткани реципиента, и который кодирует 
полипептид, экспрессия которого проявляется посредством какого-либо легко детектируемого свойства, 
например, ферментативной активности. Экспрессию гена-репортера количественно исследуют в подхо-
дящее время после введения ДНК в клетки-реципиенты. Подходящие гены-репортеры могут включать 
гены, кодирующие люциферазу, бета-галактозидазу, хлорамфениколацетилтрансферазу, секретируемую 
щелочную фосфатазу или ген зеленого флуоресцентного белка (например, Ui-Tei et al., 2000 FEBS Letters 
479: 79-82). Подходящие системы экспрессии хорошо известны и могут быть получены с использовани-
ем известных способов или получены на коммерческой основе. В целом конструкция с минимальной 5'-
фланкирующей областью, вызывающая высокий уровень экспрессии гена-репортера, определена в каче-
стве промотора. Подходящие промоторные области могут быть связаны с геном-репортером и использу-
ются для оценки способности агентов модулировать транскрипцию, инициированную промотором. 

Способы введения и экспрессии генов в клетку известны в данной области техники. Применительно 
к вектору экспрессии, подходящий вектор может быть легко введен в клетку-хозяина, например, клетку 
млекопитающих, бактерий, дрожжей или насекомых, любым способом, известным в данной области тех-
ники. Например, вектор экспрессии может быть перенесен в клетку-хозяина с помощью физических, хи-
мических или биологических способов. 

Физические способы введения полинуклеотида в клетку-хозяина включают осаждение с фосфатом 
кальция, липофекцию, бомбардировку частицами, микроинъекцию, электропорацию и т.п. Способы по-
лучения клеток, содержащих векторы и/или экзогенные нуклеиновые кислоты, хорошо известны в дан-
ной области техники. См., например, Sambrook et al., 2012, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, vol-
umes 1-4, Cold Spring Harbor Press, NY). Предпочтительный способ введения полинуклеотида в клетку-
хозяина включает трансфекцию фосфатом кальция. 

Биологические способы введения полинуклеотида, представляющего интерес, в клетку-хозяина 
включают использование векторов ДНК и РНК. Вирусные векторы, и особенно ретровирусные векторы, 
стали наиболее широко используемым способом для вставки генов в клетки млекопитающих, например, 
клетки человека. Другие вирусные векторы могут быть получены из лентивирусов, поксвирусов, вируса 
простого герпеса I, аденовирусов и аденоассоциированных вирусов и т.п. (см., например, патенты США 
№ 5350674 и 5585362). 

Химические средства для введения полинуклеотида в клетку-хозяина включают коллоидные дис-
персные системы, такие как макромолекулярные комплексы, нанокапсулы, микросферы, гранулы, и сис-
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темы на основе липидов, включая эмульсии масло-в-воде, мицеллы, смешанные мицеллы и липосомы. 
Типичная коллоидная система для использования в качестве носителя для доставки в условиях in vitro и 
в условиях in vivo представляет собой липосому (например, везикулу с искусственной мембраной). Дос-
тупны другие современные способы нацеленной доставки нуклеиновых кислот, например, доставка по-
линуклеотидов с использованием нацеленных наночастиц или другой подходящей системы доставки 
субмикронного размера. 

В том случае, если используется невирусная система доставки, типичный носитель для доставки 
представляет собой липосому. Использование липидных составов предусмотрено в настоящем изобрете-
нии для введения нуклеиновых кислот в клетку-хозяина (в условиях in vitro, в условиях ex vivo или в 
условиях in vivo). Согласно другому аспекту нуклеиновая кислота может быть связана с липидом. Нук-
леиновая кислота, связанная с липидом, может быть инкапсулирована в водном внутреннем содержимом 
липосомы, диспергирована в липидном бислое липосомы, присоединена к липосоме посредством связы-
вающей молекулы, которая связана как с липосомой, так и с олигонуклеотидом, включенном в липосому, 
может находиться в комплексе с липосомой, может быть диспергирована в растворе, содержащем липид, 
смешана с липидом, может быть комбинирована с липидом, может содержаться в виде суспензии в ли-
пиде, может содержаться или может быть в комплексе с мицеллой, или может быть связана иным обра-
зом с липидом. Композиции, связанные с липидом, липидом/ДНК или липидом/вектором экспрессии, не 
ограничены какой-либо конкретной структурой в растворе. Например, указанные композиции могут 
присутствовать в двухслойной структуре, в виде мицелл или в виде "свернутой" структуры. Указанные 
композиции также могут быть просто диспергированы в растворе, возможно, с образованием агрегатов, 
которые не являются однородными по размеру и форме. Липиды представляют собой жирные вещества, 
которые могут быть природными или синтетическими липидами. Например, липиды включают жирные 
капли, которые естественным образом возникают в цитоплазме, а также класс соединений, которые со-
держат длинноцепочечные алифатические углеводороды и их производные, такие как жирные кислоты, 
спирты, амины, аминоспирты и альдегиды. 

Липиды, пригодные для применения, могут быть получены из коммерческих источников. Напри-
мер, димиристилфосфатидилхолин (DMPC) может быть получен из Sigma, Сент-Луис, Миссури, США; 
дицетилфосфат (DCP) может быть получен из K&K Laboratories (Плейнвью, Нью-Йорк, США); холесте-
рин (Choi) может быть получен из Calbiochem-Behring; димиристилфосфатидилглицерин (DMPG) и дру-
гие липиды могут быть получены из Avanti Polar Lipids, Inc. (Бирмингем, Алабама, США). Исходные 
растворы липидов в хлороформе или смеси хлороформ/метанол можно хранить при температуре прибли-
зительно -20°С. Хлороформ используют в качестве единственного растворителя, поскольку он испаряет-
ся легче, чем метанол. "Липосома" это общий термин, охватывающий различные одно- и многослойные 
липидные носители, образованные путем создания замкнутых липидных бислоев или агрегатов. Липосо-
мы могут быть охарактеризованы как везикулярные структуры с фосфолипидной двухслойной мембра-
ной и внутренней водной средой. Многослойные липосомы имеют множество липидных слоев, разде-
ленных водной средой. Многослойные липосомы образуются спонтанно при суспендировании фосфоли-
пидов в избытке водного раствора. Липидные компоненты претерпевают самостоятельную перегруппи-
ровку перед образованием замкнутых структур и заключают воду и растворенные вещества между ли-
пидными бислоями (Ghosh et al., 1991 Glycobiology 5: 505-10). Однако в область настоящего изобретения 
также включены композиции, которые имеют различные структуры в растворе, по сравнению с нормаль-
ной везикулярной структурой. Например, липиды могут образовывать мицеллярную структуру или про-
сто существуют в виде негомогенных агрегатов молекул липидов. В область настоящего изобретения 
также включены комплексы липофектамин-нуклеиновые кислоты. 

Независимо от способа, используемого для введения экзогенной нуклеиновой кислоты в клетку-
хозяина, или иного способа воздействия на клетку ингибитора согласно настоящему изобретению, для 
того чтобы подтвердить наличие последовательности рекомбинантной ДНК в клетке-хозяине, можно 
осуществлять различные количественные исследования. Подходящие количественные исследования 
включают, например, "молекулярно-биологические" количественные исследования, хорошо известные 
специалистам в данной области техники, такие как саузерн-блоттинг и нозерн-блоттинг, ОТ-ПЦР и ПЦР; 
"биохимические" количественные исследования, такие как детектирование присутствия или отсутствия 
конкретного пептида, например, с помощью иммунологических способов (ИФА и вестерн-блоттинга), 
или с помощью количественных исследований, описанных в настоящем документе для выявления аген-
тов в пределах объема настоящего изобретения. 

В настоящем изобретении также предложен вектор, содержащий молекулу нуклеиновой кислоты, 
кодирующую TFP. Согласно одному аспекту вектор TFP может быть непосредственно трансдуцирован в 
клетку, например, в Т-клетку. Согласно одному аспекту вектор представляет собой вектор для клониро-
вания или вектор для экспрессии, например, вектор, включающий, но не ограничивающийся ими, одну 
или более плазмид (например, плазмид для экспрессии, векторов для клонирования, миниколец, мини-
векторов, двойных микрохромосом), ретровирусные и лентивирусные векторные конструкции. Согласно 
одному аспекту реализации настоящего изобретения вектор способен экспрессировать конструкцию TFP 
в Т-клетках млекопитающих. Согласно одному аспекту реализации настоящего изобретения Т-клетки 
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млекопитающих представляют собой Т-клетки человека. 
Источники Т-клеток. 
Перед пролиферацией и генетической модификацией источник Т-клеток получают из субъекта. 

Термин "субъект" предназначен для включения живых организмов, у которых может быть вызвана им-
мунная реакция (например, млекопитающих). Примеры субъектов включают человека, собак, кошек, 
мышей, крыс и их трансгенные виды. Т-клетки могут быть получены из различных источников, включая 
мононуклеарные клетки периферической крови, костный мозг, ткань лимфатических узлов, пуповинную 
кровь, ткань тимуса, ткань из очага инфекции, асцитов, плеврального выпота, ткань селезенки и опухоли. 
Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения может быть использовано любое число Т-
клеточных линий, доступных в данной области техники. Согласно некоторым аспектам настоящего изо-
бретения Т-клетки могут быть получены из единицы крови, собранной у субъекта, используя любое чис-
ло методик, известных специалисту в данной области техники, таких как разделение в градиенте фикол-
ла. Согласно одному предпочтительному аспекту клетки из циркулирующей крови индивидуума полу-
чают путем афереза. Продукт афереза обычно содержит лимфоциты, включая Т-клетки, моноциты, гра-
нулоциты, В-клетки, другие ядросодержащие лейкоциты, эритроциты и тромбоциты. Согласно одному 
аспекту клетки, собранные путем афереза, могут быть промыты, чтобы удалить фракцию плазмы и по-
местить клетки в подходящий буфер или среду для последующих этапов обработки. Согласно одному 
аспекту настоящего изобретения клетки промывают в фосфатно-солевом буферном растворе (ФСБ). В 
другом аспекте промывочный раствор не содержит кальция и может не содержать магния, также могут 
отсутствовать многие, если не все, двухвалентные катионы. Начальные шаги активации в отсутствие 
кальция могут привести к повышенной активации. Специалисты в данной области техники легко поймут, 
что этап промывки можно осуществлять с помощью способов, известных специалистам в данной области 
техники, например, с использованием полуавтоматической "проточной" центрифуги (например, устрой-
ства для обработки клеток Cobe 2991, Baxter CytoMate или Haemonetics Cell Saver 5) в соответствии с 
инструкциями производителя. После промывки клетки могут быть повторно суспендированы в различ-
ных биологически совместимых буферах, таких как, например, не содержащий Са и Mg ФСБ, PlasmaLyte 
А или другой физиологический раствор с добавлением или без буфера. В другом варианте нежелатель-
ные компоненты образца после афереза могут быть удалены, и клетки непосредственно ресуспендируют 
в культуральной среде. 

Согласно одному аспекту Т-клетки выделяют из лимфоцитов периферической крови путем лизиса 
эритроцитов и истощения моноцитов, например, путем центрифугирования в градиенте Percoll или с 
помощью проточного элютриационного центрифугирования. Конкретная субпопуляция Т-клеток, таких 
как CD3+, CD28+, CD4+, CD8+, CD45RA+ и CD45RO+ Т-клетки, может быть дополнительно выделена с 
использованием методик положительного или отрицательного отбора. Например, согласно одному ас-
пекту Т-клетки выделяют путем инкубации с гранулами, конъюгированными с антителами к CD3/CD28 
(например, 3×28), такими как Dynabeads М-450 CD3/CD28 Т, в течение периода времени, достаточного 
для положительного отбора желаемых Т-клеток. Согласно одному аспекту период времени составляет 
приблизительно 30 мин. Согласно другому аспекту период времени находится в диапазоне от 30 мин до 
36 ч или дольше, и может быть равен любому целому значению в указанном диапазоне. Согласно друго-
му аспекту период времени составляет по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5 или 6 ч. Согласно другому предпоч-
тительному аспекту период времени составляет от 10 до 24 ч. Согласно одному аспекту период времени 
инкубации составляет 24 ч. Более длительные периоды инкубации могут быть использованы для выделе-
ния Т-клеток в любой ситуации, если присутствует несколько Т-клеток по сравнению с другими типами 
клеток, например, выделение проникающих в опухоль лимфоцитов (TIL) из опухолевой ткани или у ин-
дивидуумов с ослабленным иммунитетом. В свою очередь, использование более длительных периодов 
инкубации может повысить эффективность захвата CD8+ Т-клеток. Следовательно, путем простого 
уменьшения или удлинения времени инкубации обеспечивают связывание Т-клеток с CD3/CD28-
гранулами, и/или путем увеличения или уменьшения соотношения количества гранул и Т-клеток (как 
описано далее в настоящем документе) субпопуляции Т-клеток могут быть подвергнуты предпочтитель-
но положительному или отрицательному отбору при инициации культуры или в других временных точ-
ках в ходе процесса отбора. Кроме того, путем увеличения или уменьшения соотношения антител к CD3 
и/или антител к CD28 на гранулах или другой поверхности, субпопуляции Т-клеток могут быть подверг-
нуты предпочтительно положительному или отрицательному отбору при инициации культуры или в дру-
гих желаемых временных точках. Специалист в данной области техники поймет, что многократные эта-
пы отбора также могут быть использованы применительно к настоящему изобретению. Согласно неко-
торым аспектам настоящего изобретения желательным может быть проведение отбора и использование 
"неотобранных" клеток в процессе активации и размножения. "Неотобранная" клетка также может быть 
подвергнута дальнейшим этапам отбора. 

Обогащение Т-клеточной популяции путем отрицательной селекции может быть достигнуто с по-
мощью комбинации антител, направленных к поверхностным маркерам, уникальным для отрицательно 
отобранных клеток. Один из способов заключается в сортировке клеток и/или отборе с помощью отрица-
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тельной магнитной иммунной адгезии или проточной цитометрии, при которой используют коктейль из 
моноклональных антител, направленных к поверхностным маркерам клеток, присутствующим на клет-
ках, отобранных с помощью отрицательной селекции. Например, для обогащения CD4+ клетками путем 
отрицательной селекции коктейль моноклональных антител, как правило, содержит антитела к CD14, 
CD20, CD11b, CD16, HLA-DR и CD8. Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения желатель-
ным может оказаться обогащение или положительный отбор регуляторных Т-клеток, которые, как пра-
вило, экспрессируют CD4+, CD25+, CD62Lhi, GITR+ и FoxP3+. В другом варианте согласно некоторым 
аспектам настоящего изобретения регуляторные Т-клетки истощают с помощью гранул, конъюгирован-
ных с антителом к С25, или с помощью другого аналогичного способа отбора. 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения может быть отобрана популяция Т-
клеток, которые экспрессируют один или более из ИФН-γ ФНО-альфа, ИЛ-17А, ИЛ-2, ИЛ-3, ИЛ-4, ГМ-
КСФ, ИЛ-10, ИЛ-13, гранзима В и перфорина, или другие соответствующие молекулы, например, другие 
цитокины. Методы скрининга для оценки экспрессии в клетках могут быть определены, например, с по-
мощью способов, описанных в публикации РСТ WO 2013/126712. 

Для выделения желаемой популяции клеток с помощью положительного или отрицательного отбо-
ра можно варьировать концентрацию клеток и поверхностей (например, частиц, таких как гранул). Со-
гласно некоторым аспектам настоящего изобретения желательным может быть значительное уменьше-
ние объема, в котором смешивают гранулы и клетки (например, увеличение концентрации клеток), что-
бы обеспечить максимальный контакт клеток и гранул. Например, согласно одному аспекту используе-
мая концентрация составляет 2 млрд клеток/мл. Согласно одному аспекту используемая концентрация 
составляет 1 млрд клеток/мл. Согласно другому аспекту используемая концентрация составляет более 
100 млн клеток/мл. Согласно другому аспекту используемая концентрация составляет 10, 15, 20, 25, 30, 
35, 40, 45 или 50 млн клеток/мл. Согласно другому аспекту используемая концентрация составляет 75, 
80, 85, 90, 95 или 100 млн клеток/мл. Согласно другому аспекту используемая концентрация составляет 
125 или 150 млн клеток/мл. Использование высоких концентраций может привести к увеличению выхода 
клеток, активации клеток, а также пролиферации клеток. Кроме того, использование высоких концентра-
ций клеток позволяет более эффективно захватывать клетки, которые слабо экспрессируют антигены-
мишени, представляющие интерес, такие как CD28-отрицательные Т-клетки, или выделять клетки из 
образцов, в которых присутствуют многие опухолевые клетки (например, клетки крови при лейкозе, 
опухолевая ткань и т.д.). Такие популяции клеток могут иметь терапевтическое значение, и их получение 
является желательным. Например, использование высокой концентрации клеток обеспечивает более эф-
фективный отбор CD8+ Т-клеток, которые обычно более слабо экспрессируют CD28. 

Согласно родственному аспекту желательным может быть использование более низких концентра-
ций клеток. При значительном разбавлении смеси Т-клеток и поверхности (например, частиц, таких как 
гранулы) взаимодействие между частицами и клетками сведено к минимуму. Указанный способ позволя-
ет отбирать клетки, которые экспрессируют большое количество желаемых антигенов, которые будут 
связаны с частицами. Например, CD4+ Т-клетки экспрессируют более высокие уровни CD28 и захваты-
ваются более эффективно, чем CD8+ Т-клетки в разбавленных концентрациях. Согласно одному аспекту 
используемая концентрация клеток составляет 5×106/мл. Согласно другим аспектам используемая кон-
центрация может составлять приблизительно от 1×105/мл до 1×106/мл, и любое целое значение в указан-
ном диапазоне. Согласно другим аспектам клетки можно инкубировать на ротационном шейкере с раз-
личной скоростью в течение различных периодов времени и при 2-10°С или при комнатной температуре. 
Т-клетки для стимуляции также могут быть заморожены после этапа промывки. Не желая быть связан-
ными соответствием какой-либо конкретной теории, авторы настоящего изобретения полагают, что за-
мораживание и последующий этап оттаивания обеспечивает более равномерный продукт за счет удале-
ния гранулоцитов и в некоторой степени моноцитов в клеточной популяции. После этапа промывки, на 
котором происходит удаление плазмы и тромбоцитов, клетки могут быть суспендированы в растворе для 
замораживания. В то время как многие растворы и параметры замораживания известны в данной области 
техники и будут пригодны применительно к настоящему изобретению, один способ включает использо-
вание ФСБ, содержащего 20% ДМСО и 8% сывороточного альбумина человека, или культуральной сре-
ды, содержащей 10% декстрана 40 и 5% декстрозы, 20% сывороточного альбумина человека и 7,5% 
ДМСО, или 31,25% Plasmalyte-A, 31,25% декстрозы 5%, 0,45% NaCl, 10% декстрана 40 и 5% декстрозы, 
20% сывороточного альбумина человека и 7,5% ДМСО, или другие подходящие среды для заморажива-
ния клеток, содержащие, например, Hespan и PlasmaLyte А, клетки затем замораживают при -80°С со 
скоростью 1°С/мин и хранят в паровой фазе резервуара для хранения жидкого азота. Могут быть исполь-
зованы другие способы контролируемого замораживания, а также неконтролируемое немедленное замо-
раживание при -20°С или в жидком азоте. Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения крио-
консервированные клетки оттаивают и промывают, как описано в настоящем документе, и оставляют на 
один час при комнатной температуре перед активацией с использованием способов согласно настоящему 
изобретению. Применительно к настоящему изобретению также предусмотрен сбор образцов крови или 
продуктов афереза у субъекта в течение некоторого периода времени, до того момента, когда могут по-
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требоваться размноженные клетки, описанные в настоящем документе. Следовательно, источник клеток, 
которые размножают, может быть собран в любой необходимый момент времени, и желаемые клетки, 
такие как Т-клетки, могут быть выделены и заморожены для дальнейшего использования в Т-клеточной 
терапии для любого числа заболеваний или состояний, в отношении которых Т-клеточная терапия обес-
печит положительный результат, таких как те, которые описаны в настоящем документе. Согласно од-
ному аспекту реализации настоящего изобретения образец крови или продукт афереза получают в целом 
от здорового субъекта. Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения образец крови или про-
дукт афереза получают в целом от здорового субъекта, который подвергается риску развития заболева-
ния, но у которого заболевание еще не развилось, и клетки, представляющие интерес, выделяют и замо-
раживают для последующего использования. Согласно некоторым аспектам Т-клетки могут быть раз-
множены, заморожены и использованы в более позднее время. Согласно некоторым аспектам настоящего 
изобретения образцы собирают у пациента вскоре после диагностики определенного заболевания, опи-
санного в настоящем документе, но до применения каких-либо способов лечения. Согласно другому ас-
пекту клетки выделяют из образца крови или афереза от субъекта до применения любого числа соответ-
ствующих способов лечения, включая, но не ограничиваясь ими, обработку агентами, такими как натали-
зумаб, эфализумаб, противовирусными агентами, химиотерапию, облучение, применение иммуносупрес-
сивных агентов, таких как циклоспорин, азатиоприн, метотрексат, мофетил, и FK506, антител или других 
иммунодеструктивных агентов, таких как САМРАТН, антитела к CD3, цитоксан, флударабин, циклоспо-
рин, FK506, рапамицин, микофенольная кислота, стероиды, FR901228 и облучение. 

Согласно другому аспекту настоящего изобретения Т-клетки получены от пациента непосредствен-
но после лечения, которое не затрагивает функциональность Т-клеток у субъекта. В связи с этим было 
отмечено, что после определенных способов лечения рака, в частности, лечения с использованием пре-
паратов, которые повреждают иммунную систему, вскоре после лечения в течение периода, когда паци-
енты, как правило, восстанавливаются после лечения, качество полученных Т-клеток может быть опти-
мальным или их способность к пролиферации в условиях ex vivo может быть улучшена. Аналогичным 
образом, после манипуляции в условиях ex vivo с использованием способов, описанных в настоящем 
документе, указанные клетки могут быть в предпочтительном состоянии для усиления приживления и 
пролиферации в условиях in vivo. Следовательно, применительно к настоящему изобретению преду-
смотрен сбор клеток крови, включая Т-клетки, дендритные клетки или другие клетки ростка кроветворе-
ния во время данной фазы восстановления. Кроме того, согласно некоторым аспектам настоящего изо-
бретения мобилизацию (например, мобилизацию с использованием ГМ-КСФ) и схемы кондиционирова-
ния можно применять для создания состояния у субъекта, которое является благоприятным для репопу-
ляции, рециркуляции, регенерации и/или пролиферации конкретных типов клеток, особенно во время 
определенного промежутка времени после терапии. Иллюстративные типы клеток включают Т-клетки, 
В-клетки, дендритные клетки и другие клетки иммунной системы. 

Активация и пролиферация Т-клеток. 
Т-клетки могут быть активированы и размножены с использованием способов, описанных, напри-

мер, в патентах США № 6352694; 6534055; 6905680; 6692964; 5858358; 6887466; 6905681; 7144575; 
7067318; 7172869; 7232566; 7175843; 5883223; 6905874; 6797514; 6867041; и в публикации заявки на па-
тент США 20060121005. Как правило, Т-клетки согласно настоящему изобретению могут быть размно-
жены за счет контакта с поверхностью, содержащей присоединенный к ней агент, который стимулирует 
передачу сигнала, связанного с комплексом CD3/TCR, и лиганд, который стимулирует костимулирую-
щую молекулу на поверхности Т-клеток. В частности, Т-клеточные популяции могут быть стимулирова-
ны, как описано в настоящем документе, например, путем контакта с антителом к CD3, или его антиген-
связывающим фрагментом, или антителом к CD2, иммобилизованным на поверхности, или путем кон-
такта с активатором протеинкиназы С (например, бриостатином) в комбинации с кальциевым ионофо-
ром. Для костимуляции вспомогательной молекулы на поверхности Т-клетки используют лиганд, кото-
рый связывается со вспомогательной молекулой. Например, популяция Т-клеток может быть приведена в 
контакт с антителом к CD3 и антителом к CD28 в условиях, подходящих для стимуляции пролиферации 
Т-клеток. Для того чтобы стимулировать пролиферацию CD4+ Т-клеток или CD8+ Т-клеток используют 
антитело к CD3 и антитело к CD28. Примеры антитела к CD28 включают 9.3, В-Т3, XR-CD28 (Diaclone, 
Безансон, Франция), также могут быть использованы другие способы, широко известные в данной облас-
ти техники (Berg et al., Transplant Proc. 30(8):3975-3977, 1998; Haanen et al., J. Exp. Med. 190(9): 13191328, 
1999; Garland et al., J. Immunol. Meth. 227(1-2):53-63, 1999). 

Т-клетки, которые подверглись воздействию в течение различных периодов времени, могут иметь 
различные характеристики. Например, типичные клетки крови или продуктов афереза мононуклеарных 
клеток периферической крови содержат популяцию хелперных Т-клеток (ТН, CD4+), которая превышает 
популяцию цитотоксических или супрессорных Т-клеток (ТС, CD8+). Пролиферация Т-клеток в услови-
ях ex vivo путем стимуляции рецепторов CD3 и CD28 позволяет получить популяцию Т-клеток, которая 
приблизительно за 8-9 дней до этого состояла преимущественно из ТН клеток, в то время как приблизи-
тельно через 8-9 дней популяция Т-клеток содержит увеличивающуюся популяцию ТС клеток. Соответ-
ственно, в зависимости от цели лечения, инфузия субъекту популяции Т-клеток, содержащей преимуще-
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ственно ТН-клетки, может обеспечить преимущества. Аналогичным образом, если была выделена анти-
генспецифичная подгруппа ТС-клеток, то более интенсивная пролиферация указанной подгруппы может 
обеспечить преимущества. 

Помимо этого, в дополнение к маркерам CD4 и CD8, экспрессия других фенотипических маркеров 
значительно различается во время пролиферации клеток, однако в значительной степени является вос-
производимой. Следовательно, подобная воспроизводимость дает возможность адаптировать продукт 
активированных Т-клеток для конкретных целей. 

После конструирования CD19-связывающего или ВСМА-связывающего TFP различные количест-
венные исследования могут быть использованы для оценки активности молекулы, такой как, но не огра-
ничиваясь этим, способность к пролиферации Т-клеток после антигенной стимуляции, поддержание про-
лиферации Т-клеток при отсутствии повторной стимуляции, а также различных видов противораковой 
активности в соответствующих моделях in vitro и животных моделях. Количественные исследования для 
оценки действия CD19-связывающих или ВСМА-связывающих TFP более подробно описаны ниже. 

Исследование экспрессии TFP в первичных Т-клетках с помощью вестерн-блоттинга можно ис-
пользовать для детектирования присутствия мономеров и димеров (см., например, Milone et al., Molecular 
Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)). В общих чертах, Т-клетки (смесь CD4+ и CD8+ Т-клеток в соотноше-
нии 1:1), экспрессирующих TFP, размножали в условиях in vitro в течение более чем 10 дней с после-
дующим лизисом, и проводили электрофорез в ДСН-ПААГ в восстанавливающих условиях. TFP детек-
тировали с помощью вестерн-блоттинга с использованием антитела к цепи TCR. Аналогичные подгруп-
пы Т-клеток используют для электрофореза в ДСН-ПААГ в невосстанавливающих условиях, чтобы оце-
нить образование ковалентного димера. Пролиферацию TFP+ Т-клеток после стимуляции антигеном в 
условиях in vitro можно измерить с помощью проточной цитометрии. Например, смесь CD4+ и CD8+ Т-
клеток стимулируют α-CD3/α-CD28 и АПК с последующей трансдукцией лентивирусными векторами, 
экспрессирующими GFP под контролем промоторов, которые будут исследованы. Типичные промоторы 
включают промоторы генов немедленного раннего ответа ЦМВ, EF-1α, убиквитина С или фосфоглице-
рокиназы (PGK). Флуоресценцию GFP оценивали на 6-й день культивирования в подгруппах CD4+ и/или 
CD8+ Т-клеток с помощью проточной цитометрии (см., например, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 
1453-1464 (2009)). В другом варианте смесь CD4+ и CD8+ Т-клеток стимулируют на 0-й день с исполь-
зованием магнитных гранул, покрытых α-CD3/α-CD28, и трансдуцируют TFP на 1-й день с использова-
нием бицистронного лентивирусного вектора, экспрессирующего TFP наряду с EGFP, используя после-
довательность проскока рибосомы 2А. Культуры повторно стимулируют клетками CD19+ К562 (К562-
CD19), клетками К562 дикого типа (К562 дикого типа) или клетками К562, экспрессирующими hCD32 и 
4-1BBL, в присутствии антитела к CD3 и антитела к CD28 (К562-BBL-3/28) после промывки. Экзоген-
ный ИЛ-2 добавляют к культурам каждый день в концентрации 100 МЕ/мл. GFP+ Т-клетки подсчитыва-
ют с помощью проточной цитометрии с использованием подсчета на основе гранул (см., например, 
Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)). 

Устойчивая пролиферация TFP+ Т-клеток в отсутствие повторной стимуляции также может быть 
измерена (см., например, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)). В общих чертах, сред-
ний объем Т-клетки (фемтолитры (fl)) измеряют на 8-й день культивирования с использованием счетчика 
частиц Coulter Multisizer III после стимуляции магнитными гранулами, покрытыми α-CD3/α-CD28, на 0-
й день и трансдукции указанным TFP на 1-й день. 

Животные модели также могут быть использованы для измерения активности TFP-T-клеток. На-
пример, ксенотрансплантатная модель с использованием TFP+ Т-клеток, специфичных в отношении 
CD19 человека, может быть использована для лечения первичного пре-B-ALL человека у мышей с ос-
лабленным иммунитетом (см., например, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)). В об-
щих чертах, после формирования ALL мышей случайным образом распределяют по группам лечения. 
Различное количество модифицированных Т-клеток совместно инъецируют в соотношении 1:1 мышам 
линии NOD/SCID/γ-/-, несущим B-ALL. Количество копий каждого вектора в ДНК из селезенки мышей 
оценивают в различные моменты времени после инъекции Т-клеток. У животных еженедельно оценива-
ют степень тяжести лейкоза. Количество CD19+ B-ALL бластных клеток в периферической крови изме-
ряют у мышей, получавших инъекции α-CD19-дзета TFP+ Т-клеток, или Т-клеток, трансдуцированных 
контрольной конструкцией. Кривые выживаемости для групп сравнивают с помощью логарифмического 
рангового критерия. Также может быть проанализировано абсолютное количество CD4+ и CD8+ Т-
клеток периферической крови через 4 недели после инъекции Т-клеток мышам NOD/SCID/γ-/-. Мышам 
инъецируют лейкозные клетки и через 3 недели инъецируют Т-клетки, модифицированные для экспрес-
сии TFP с помощью бицистронного лентивирусного вектора, который кодирует TFP, связанный с eGFP. 
Т-клетки нормируют до 45-50% внесенных GFP+ Т-клеток путем смешивания с Т-клетками, трансдуци-
рованными контрольной конструкцией, перед инъекцией, и подтверждают методом проточной цитомет-
рии. Животных еженедельно обследуют для оценки признаков лейкоза. Кривые выживаемости для групп 
TFP+ Т-клеток сравнивают с помощью логарифмического рангового критерия. 

Может быть проведена оценка дозозависимого ответа на лечение с использованием TFP (см., на-
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пример, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)). Например, периферическую кровь по-
лучают через 35-70 дней после развития лейкоза у мышей, которым на 21-й день вводили TFP-T-клетки, 
эквивалентное количество Т-клеток, трансдуцированных контрольной конструкцией, или не вводили Т-
клетки. У мышей из каждой группы случайным образом брали кровь для определения количества CD19+ 
В-ALL бластных клеток периферической крови и затем умерщвляли на 35 и 49 день. Остальных живот-
ных оценивали на 57 и 70 день. 

Оценка клеточной пролиферации и продукции цитокинов была описана ранее, например, в Milone 
et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009). В общих чертах, оценку TFP-опосредованной пролифе-
рации проводят в планшетах для микротитрования путем смешивания промытых Т-клеток с клетками 
К562, экспрессирующими CD19 (К19) или CD32 и CD137 (KT32-BBL), чтобы получить окончательное 
соотношение Т-клетки:К562 равное 2:1. Клетки К562 облучают гамма-излучением перед использовани-
ем. Моноклональные антитела к CD3 (клон ОКТЗ) и к CD28 (клон 9.3) добавляют к культурам с клетка-
ми KT32-BBL для использования в качестве положительного контроля для стимуляции пролиферации Т-
клеток, поскольку эти сигналы поддерживают длительную пролиферацию CD8+ Т-клеток в условиях ex 
vivo. Т-клетки подсчитывают в культурах с использованием флуоресцентных гранул CountBright (Invi-
trogen) и проточной цитометрии, как описано производителем. TFP+ Т-клетки идентифицируют по экс-
прессии GFP, используя Т-клетки, которые модифицированы с использованием EGFP-2А-соединенных 
TFP-экспрессирующих лентивирусных векторов. Для TFP+ Т-клеток, не экспрессирующих GFP, TFP+ Т-
клетки детектируют с использованием биотинилированного рекомбинантного белка CD19 и вторичного 
конъюгата авидин-фикоэритрин. Экспрессию CD4+ и CD8+ на Т-клетках также одновременно детекти-
руют с использованием специфичных моноклональных антител (BD Biosciences). Измерения цитокинов 
выполняют в супернатантах, собранных через 24 ч после повторной стимуляции с использованием набо-
ра для цитометрического определения цитокинов на основе гранул, специфичных в отношении ТН1/ТН2 
человека (BD Biosciences) в соответствии с инструкциями изготовителя. Флуоресценцию оценивают с 
помощью проточного цитометра FACSCalibur, и данные анализируют в соответствии с инструкциями 
изготовителя. 

Цитотоксичность можно оценить с помощью стандартного количественного исследования высво-
бождения изотопа 51Cr (см., например, Milone et al., Molecular Therapy 17(8): 1453-1464 (2009)). В общих 
чертах, клетки-мишени (линии К562 и первичные про-B-ALL клетки) загружают 51Cr (в виде NaCrO4, 
New England Nuclear) при 37°C в течение 2 ч при частом перемешивании, дважды промывают в полной 
среде RPMI и высевают на планшеты для микротитрования. Эффекторные Т-клетки смешивают с клет-
ками-мишенями в лунках в полной среде RPMI при различных соотношениях эффекторные клет-
ки:клетки-мишени (Е:Т). Также готовят дополнительные лунки, содержащие только среду (спонтанное 
высвобождение, SR) или 1% раствор детергента тритон X100 (общее высвобождение, TR). После 4 ч ин-
кубации при 37°С супернатант из каждой лунки собирают. Высвобожденный 51Cr затем измеряют с по-
мощью счетчика гамма-частиц (Packard Instrument Co., Волтем, Массачусетс, США). Эксперименты при 
каждом условии выполняют по меньшей мере три раза, и процент лизиса вычисляют по следующей фор-
муле: % лизиса=(ER-SR)/(TR-SR), где ER представляет собой среднее количество высвобожденного 51Cr 
для каждого экспериментального условия. 

Визуализирующие технологии могут быть использованы для оценки специфичного перемещения и 
распространения TFP в животных моделях, несущих опухоли. Такие количественные исследования были 
описаны, например, в Barrett et al., Human Gene Therapy 22:1575-1586 (2011). В общих чертах, мышам 
NOD/SCID/γc-/- (NSG) вводят внутривенно клетки Nalm-6 и через 7 дней вводят Т-клетки, которые за 4 ч 
перед введением подвергают электропорации конструкциями TFP. Т-клетки, стабильно трансфецирован-
ные лентивирусной конструкцией для экспрессии люциферазы светлячка, и мышей подвергают визуали-
зирующим методам исследований для оценки биолюминесценции. В другом варианте терапевтическую 
эффективность и специфичность однократной инъекции TFP+ Т-клеток в ксенотрансплантатной модели 
NALM-6 можно измерить следующим образом: мышам линии NSG вводят NALM-6, трансдуцированные 
для стабильной экспрессии люциферазы светлячка, и затем через 7 дней в хвостовую вену вводят одно-
кратную инъекцию Т-клеток после электропорации CD19 TFP. Животных подвергают визуализирующим 
методам исследований в различные моменты времени после инъекции. Например, у типичных мышей 
могут быть получены тепловые карты плотности фотонов лейкоза, положительного на наличие люцифе-
разы светлячка, на 5-й день (за 2 дня до лечения) и 8-й день (24 ч после введения TFP + PBL). 

Другие количественные исследования, включая те, которые описаны в разделе примеров в настоя-
щем документе, а также те, которые известны в данной области техники, также могут быть использованы 
для оценки CD19-связывающей или ВСМА-связывающей конструкции TFP согласно настоящему изо-
бретению. 
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Способы терапевтического применения. 
Заболевания и/или расстройства, связанные с CD19 или ВСМА. 
Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложены способы лечения заболевания, 

связанного с экспрессией CD19 или ВСМА. Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предло-
жены способы лечения заболевания, в котором часть опухоли не экспрессирует CD19 или ВСМА, и часть 
опухоли экспрессирует CD19 или ВСМА. Например, TFP согласно настоящему изобретению можно 
применять для лечения субъектов, которые получали лечение заболевания, связанного с повышенным 
уровнем экспрессии CD19 или ВСМА, причем субъект, который получал лечение повышенных уровней 
CD19 или ВСМА, имеет заболевание, связанное с повышенным уровнем CD19 или ВСМА. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен вектор, содержащий CD19-
свзывающий или ВСМА-связывающий TFP, функционально связанный с промотором для экспрессии в 
Т-клетках млекопитающих. Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложена рекомби-
нантная Т-клетка, экспрессирующая CD19 или ВСМА TFP, для использования в лечении CD19- или 
ВСМА-экспрессирующих опухолей, причем указанная рекомбинантная Т-клетка, экспрессирующая 
CD19 или ВСМА TFP, называется CD19 или ВСМА TFP-T. Согласно одному аспекту CD19 или ВСМА 
TFP-T согласно настоящему изобретению способна вступать в контакт с клеткой опухоли посредством 
по меньшей мере одного из CD19-связывающего или ВСМА-связывающего TFP согласно настоящему 
изобретению, экспрессирующегося на ее поверхности так, что TFP-T нацелена на клетку опухоли и рост 
опухоли ингибируется. 

Согласно одному аспекту в настоящем изобретении предложен способ ингибирования роста CD19- 
или ВСМА-экспрессирующей опухолевой клетки, включающий приведение клетки опухоли в контакт с 
CD19 или ВСМА TFP Т-клеткой согласно настоящему изобретению так, что TFP-T активируется в ответ 
на антиген и нацелено воздействует на раковую клетку, при этом рост опухоли ингибируется. Согласно 
одному аспекту в настоящем изобретении предложен способ лечения рака у субъекта. Способ включает 
введение субъекту CD19 или ВСМА TFP T-клетки согласно настоящему изобретению так, что у субъекта 
излечивается рак. Пример рака, который поддается лечению с помощью CD19 или ВСМА TFP Т-клетки 
согласно настоящему изобретению, включает рак, связанный с экспрессией CD19 или ВСМА. Согласно 
одному аспекту настоящего изобретения рак, связанный с экспрессией CD19 или ВСМА, представляет 
собой гематологический рак. Согласно одному аспекту гематологический рак представляет собой лейкоз 
или лимфу. Согласно одному аспекту рак, связанный с экспрессией CD19, включает разные виды рака и 
злокачественные опухоли, включая, но не ограничиваясь ими, например, один или более видов острых 
лейкемий, включая, но не ограничиваясь ими, например, острую В-клеточную лимфоидную лейкемию 
(B-ALL), острую Т-клеточную лимфоидную лейкемию (Т-ALL), острую лимфобластную лейкемию 
(ALL); один или более видов хронической лейкемии, включая, но не ограничиваясь ими, хроническую 
миелогенную лейкемию (CML), хроническую лимфоцитарную лейкемию (CLL). Дополнительные виды 
гематологических раковых заболеваний или гематологических состояний, связанных с экспрессией CD19 
или ВСМА, включают, но не ограничиваются ими, В-клеточную пролимфоцитарную лейкемию, новооб-
разование бластных плазмацитоидных дендритных клеток, лимфому Беркитта, диффузную крупнокле-
точную В-клеточную лимфому, фолликулярную лимфому, лейкоз ворсистых клеток, мелкоклеточную и 
крупноклеточную фолликулярную лимфому, злокачественные лимфопролиферативные состояния, лим-
фому MALT-типа, лимфому из клеток мантийной зоны, лимфому из клеток маргинальной зоны, множе-
ственную миелому, миелодисплазию, миелодиспластический синдром, неходжкинскую лимфому, плаз-
мобластную лимфому, новообразование плазмацитоидных дендритных клеток, макроглобулинемию 
Вальденстрема и "предлейкоз", которые представляют собой разнородную совокупность гематологиче-
ских состояний, общим признаком которых является неэффективная выработка (или дисплазия) миело-
идных клеток крови, и т.п. Помимо этого заболевание, связанное с экспрессией CD19 или ВСМА, вклю-
чает, но не ограничивается ими, например, атипичные и/или неклассические виды рака, злокачественные 
опухоли, предраковые состояния или пролиферативные заболевания, связанные с экспрессией CD19 или 
ВСМА. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения рак, который можно лечить с 
использованием CD19 или ВСМА TFP, например, описанный в настоящем документе, представляет со-
бой множественную миелому. Множественная миелома представляет собой рак крови, характеризую-
щийся накоплением клона плазматических клеток в костном мозге. Современные способы лечения мно-
жественной миеломы включают, но не ограничиваются ими, лечение с использованием леналидомида, 
который является аналогом талидомида. Леналидомид имеет несколько видов активности, которые 
включают противоопухолевую активность, ингибирование ангиогенеза и иммуномодуляцию. Как прави-
ло, клетки миеломы, как полагают, являются отрицательными в отношении экспрессии CD19 или ВСМА, 
согласно результатам проточной цитометрии. Настоящее изобретение основывается на том факте, что 
небольшой процент опухолевых клеток миеломы экспрессирует CD19 или ВСМА. Следовательно, в не-
которых вариантах реализации, CD19 или ВСМА TFP, например, описанные в настоящем документе, 
могут быть использованы для нацеливания на клетки-мишени миеломы. Согласно некоторым вариантам 
реализации настоящего изобретения терапия с применением CD19 или ВСМА TFP может быть исполь-
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зована в комбинации с одним или более дополнительными способами терапии, например, лечением с 
использованием леналидомида. 

В настоящем изобретении предложен тип клеточной терапии, при которой Т-клетки генетически 
модифицированы для экспрессии TFP, и указанные TFP-экспрессирующие Т-клетки вводят реципиенту, 
нуждающемуся в этом. Введенная клетка способна вызывать гибель опухолевых клеток реципиента. В 
отличие от терапии антителами TFP-экспрессирующие Т-клетки способны к репликации в условиях in 
vivo, это приводит к их долговременному сохранению, что может обеспечить устойчивый контроль опу-
холи. В различных аспектах Т-клетки, введенные пациенту, или их потомство, сохраняются в организме 
пациента в течение по меньшей мере четырех месяцев, пяти месяцев, шести месяцев, семи месяцев, 
восьми месяцев, девяти месяцев, десяти месяцев, одиннадцати месяцев, двенадцати месяцев, тринадцати 
месяцев, четырнадцати месяцев, пятнадцати месяцев, шестнадцати месяцев, семнадцати месяцев, восем-
надцати месяцев, девятнадцати месяцев, двадцати месяцев, двадцати одного месяца, двадцати двух меся-
цев, двадцати трех месяцев, двух лет, трех лет, четырех лет или пяти лет после введения Т-клетки паци-
енту. 

В настоящем изобретении также предложен тип клеточной терапии, при которой Т-клетки модифи-
цированы, например, с помощью транскрибируемой в условиях in vitro РНК для кратковременной экс-
прессии TFP, и TFP-экспрессирующие Т-клетки вводят путем инфузии реципиенту, нуждающемуся в 
этом. Введенная путем инфузии клетка способна вызвать гибель опухолевых клеток реципиента. Следо-
вательно, в различных аспектах Т-клетки, введенные пациенту, присутствуют в течение менее чем одно-
го месяца, например, в течение трех недель, двух недель или одной недели, после введения Т-клетки па-
циенту. 

Не желая быть связанными соответствием какой-либо конкретной теории, авторы настоящего изо-
бретения полагают, что противоопухолевый иммунный ответ, вызванный TFP-экспрессирующими Т-
клетками, может представлять собой активный или пассивный иммунный ответ, или, в другом варианте, 
может быть связан с соотношением непосредственного иммунного ответа и косвенного иммунного отве-
та. Согласно одному аспекту TFP-трансдуцированные Т-клетки проявляют специфичную секрецию про-
воспалительных цитокинов и сильную цитолитическую активность в ответ на раковые клетки человека, 
экспрессирующие антиген CD19 или ВСМА, являются резистентными к ингибированию растворимым 
CD19 или ВСМА, опосредуют неспецифичный цитолиз и опосредуют регрессию установленной опухоли 
человека. Например, не содержащие антиген опухолевые клетки в гетерогенной области CD19-
экспрессирующей или ВСМА-экспрессирующей опухоли могут быть восприимчивы к косвенному раз-
рушению под действием CD19-перенаправленных или ВСМА-перенаправленных Т-клеток, которые ра-
нее взаимодействовали с соседними антигенположительными раковыми клетками. Согласно одному ас-
пекту настоящего изобретения TFP-модифицированные Т-клетки человека согласно настоящему изобре-
тению могут представлять собой тип вакцины для иммунизации в условиях ex vivo и/или терапии в усло-
виях in vivo у млекопитающих. Согласно одному аспекту млекопитающее представляет собой человека. 
При иммунизации в условиях ex vivo перед введением клетки млекопитающему по меньшей мере один 
из указанных этапов осуществляют в условиях in vitro: i) пролиферацию клеток, ii) введение нуклеино-
вой кислоты, кодирующей TFP, в клетки, или iii) криоконсервацию клеток. 

Процедуры в условиях ex vivo хорошо известны в данной области техники и более подробно обсу-
ждаются ниже. В общих чертах, клетки выделяют у млекопитающего (например, человека) и генетически 
модифицируют (т.е. трансдуцируют или трансфецируют в условиях in vitro) с помощью вектора экспрес-
сии TFP, описанного в настоящем документе. TFP-модифицированные клетки могут быть введены мле-
копитающему-реципиенту, чтобы обеспечить терапевтическое действие. Млекопитающее-реципиент 
может представлять собой человека, и TFP-модифицированные клетки могут быть аутологичными по 
отношению к реципиенту. В другом варианте клетки могут быть аллогенными, сингенными или ксено-
генными по отношению к реципиенту. 

Процедуру пролиферации гемопоэтических стволовых клеток и клеток-предшественников в усло-
виях ex vivo, описанную в патенте США № 5199942, включенном в настоящее изобретение посредством 
ссылки, можно применять в отношении клеток согласно настоящему изобретению. Другие подходящие 
способы известны в данной области техники, в этой связи настоящее изобретение не ограничивается ка-
ким-либо конкретным способом пролиферации клеток в условиях ex vivo. В общих чертах, способы 
культивирования в условиях ex vivo и пролиферации Т-клеток включают: (1) сбор CD34+ гемопоэтиче-
ских стволовых клеток и клеток-предшественников из образцов периферической крови или эксплантов 
костного мозга млекопитающего; и (2) пролиферацию указанных клеток в условиях ex vivo. В дополне-
ние к клеточным факторам роста, описанным в патенте США № 5199942, для культивирования и проли-
ферации клеток могут быть использованы другие факторы, такие как flt3-L, ИЛ-1, ИЛ-3 и лиганд с-kit. 

Помимо использования вакцины на основе клеток, применительно к иммунизации в условиях ex vi-
vo, в настоящем изобретении также предложены композиции и способы иммунизации в условиях in vivo, 
чтобы вызывать у пациента иммунный ответ на антиген. 

Как правило, клетки, активированные и размноженные, как описано в настоящем документе, могут 
быть использованы в лечении и предотвращении заболеваний, которые возникают у индивидуумов с ос-
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лабленным иммунитетом. В частности, TFP-модифицированные Т-клетки согласно настоящему изобре-
тению применяют в лечении заболеваний, расстройств и состояний, связанных с экспрессией CD19 или 
ВСМА. В некоторых аспектах клетки согласно настоящему изобретению применяют в лечении пациен-
тов с риском развития заболеваний, расстройств и состояний, связанных с экспрессией CD19 или ВСМА. 
Следовательно, в настоящем изобретении предложены способы лечения или предотвращения заболева-
ний, расстройств и состояний, связанных с экспрессией CD19 или ВСМА, включающие введение субъек-
ту, нуждающемуся в этом, терапевтически эффективного количества TFP-модифицированных Т-клеток 
согласно настоящему изобретению. 

Согласно одному аспекту настоящего изобретения TFP-T-клетки согласно настоящему изобрете-
нию можно применять для лечения пролиферативного заболевания, такого как рак или злокачественная 
опухоль, или предракового состояния, такого как миелодисплазия, MDS или предлейкоз. Согласно одно-
му аспекту рак представляет собой гематологический рак. Согласно одному аспекту гематологический 
рак представляет собой лейкоз или лимфому. Согласно одному аспекту TFP-T-клетки согласно настоя-
щему изобретению можно применять для лечения рака и злокачественных опухолей, таких как, но не 
ограничиваясь ими, например, острые лейкемии, включая, но не ограничиваясь ими, например, острую 
В-клеточную лимфоидную лейкемию (B-ALL), острую Т-клеточную лимфоидную лейкемию (T-ALL), 
острую лимфобластную лейкемию (ALL); один или более видов хронической лейкемии, включая, но не 
ограничиваясь ими, хроническую миелогенную лейкемию (CML), хроническую лимфоцитарную лейке-
мию (CLL); дополнительных видов гематологических раковых заболеваний или гематологических со-
стояний, включая, но не ограничиваясь ими, В-клеточную пролимфоцитарную лейкемию, новообразова-
ние бластных плазмацитоидных дендритных клеток, лимфому Беркитта, диффузную крупноклеточную 
В-клеточную лимфому, фолликулярную лимфому, лейкоз ворсистых клеток, мелкоклеточную и крупно-
клеточную фолликулярную лимфому, злокачественные лимфопролиферативные состояния, лимфому 
MALT-типа, лимфому из клеток мантийной зоны, лимфому из клеток маргинальной зоны, множествен-
ную миелому, миелодисплазию, миелодиспластический синдром, неходжкинскую лимфому, плазмобла-
стическую лимфому, новообразование плазмацитоидных дендритных клеток, макроглобулинемию Валь-
денстрема и предлейкоз, которые представляют собой разнородную совокупность гематологических со-
стояний, общим признаком которых является неэффективная выработка (или дисплазия) миелоидных 
клеток крови, и т.п. Помимо этого заболевание, связанное с экспрессией CD19 или ВСМА, включает, но 
не ограничивается ими, например, атипичные и/или неклассические виды рака, злокачественные опухо-
ли, предраковые состояния или пролиферативные заболевания, связанные с экспрессией CD19 или 
ВСМА. Показания, не относящиеся к раку, связанные с экспрессией CD19 или ВСМА, включают, но не 
ограничиваются ими, например, аутоиммунное заболевание (например, волчанку), воспалительные забо-
левания (аллергию и астму) и трансплантацию. 

TFP-модифицированные Т-клетки согласно настоящему изобретению могут быть введены по от-
дельности или в виде фармацевтической композиции в комбинации с разбавителями и/или с другими 
компонентами, такими как ИЛ-2 или другие цитокины, или популяции клеток. 

Гематологический рак. 
Гематологические раковые состояния включают такие виды рака как лейкоз и злокачественные 

лимфопролиферативные состояния, которые влияют на кровь, костный мозг и лимфатическую систему. 
Лейкемия может быть классифицирована как острая лейкемия и хроническая лейкемия. Острая 

лейкемия может быть дополнительно классифицирована как острая миелогенная лейкемия (AML) и ост-
рая лимфоидная лейкемия (ALL). Хроническая лейкемия включает хроническую миелогенную лейкемию 
(CML) и хроническую лимфоидную лейкемию (CLL). Другие связанные состояния включают миелодис-
пластический синдром (MDS, ранее известный как "предлейкоз"), которые представляют собой разно-
родную совокупность гематологических состояний, общим признаком которых является неэффективная 
выработка (или дисплазия) миелоидных клеток крови и риск трансформации в AML. 

В настоящем изобретении предложены композиции и способы лечения рака. Согласно одному ас-
пекту рак представляет собой гематологический рак, включая, но не ограничиваясь ими, лейкоз или 
лимфому. Согласно одному аспекту TFP-T-клетки согласно настоящему изобретению можно применять 
для лечения различных видов рака и злокачественных опухолей, таких как, но не ограничиваясь ими, 
например, острые лейкемии, включая, но не ограничиваясь ими, например, острую В-клеточную лимфо-
идную лейкемию (B-ALL), острую Т-клеточную лимфоидную лейкемию (Т-ALL), острую лимфобласт-
ную лейкемию (ALL); один или более видов хронической лейкемии, включая, но не ограничиваясь ими, 
хроническую миелогенную лейкемию (CML), хроническую лимфоцитарную лейкемию (CLL); дополни-
тельных видов гематологических раковых заболеваний или гематологических состояний, включая, но не 
ограничиваясь ими, В-клеточную пролимфоцитарную лейкемию, новообразование бластных плазмаци-
тоидных дендритных клеток, лимфому Беркитта, диффузную крупноклеточную В-клеточную лимфому, 
фолликулярную лимфому, лейкоз ворсистых клеток, мелкоклеточную или крупноклеточную фоллику-
лярную лимфому, злокачественные лимфопролиферативные состояния, лимфому MALT-типа, лимфому 
из клеток мантийной зоны, лимфому из клеток маргинальной зоны, множественную миелому, миелодис-
плазию, миелодиспластический синдром, неходжкинскую лимфому, плазмобластическую лимфому, но-
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вообразование плазмацитоидных дендритных клеток, макроглобулинемию Вальденстрема и предлейкоз, 
которые представляют собой разнородную совокупность гематологических состояний, общим признаком 
которых является неэффективная выработка (или дисплазия) миелоидных клеток крови и т.п. Помимо 
этого заболевание, связанное с экспрессией CD19 или ВСМА, включает, но не ограничивается ими, на-
пример, атипичные и/или неклассические виды рака, злокачественные опухоли, предраковые состояния 
или пролиферативные заболевания, связанные с экспрессией CD19 или ВСМА. 

В настоящем изобретении также предложены способы ингибирования пролиферации или уменьше-
ния популяции CD19- или ВСМА-экспрессирующих клеток, включающие приведение популяции клеток, 
содержащих CD19- или ВСМА-экспрессирующую клетку, в контакт с CD19-связывающей или ВСМА-
связывающей TFP-Т-клеткой согласно настоящему изобретению, которая связывается с CD19- или 
ВСМА-экспрессирующей клеткой. Согласно конкретному аспекту в настоящем изобретении предложе-
ны способы ингибирования пролиферации или уменьшения популяции раковых клеток, экспрессирую-
щих CD19 или ВСМА, включающие приведение популяции CD19-или ВСМА-экспрессирующих рако-
вых клеток в контакт с CD19-связывающей или ВСМА-связывающей TFP-T-клеткой согласно настояще-
му изобретению, которая связывается с CD19- или ВСМА-экспрессирующей клеткой. Согласно одному 
аспекту в настоящем изобретении предложены способы ингибирования пролиферации или уменьшения 
популяции раковых клеток, экспрессирующих CD19 или ВСМА, включающие приведение популяции 
CD19- или ВСМА-экспрессирующих раковых клеток в контакт с CD19-связывающей или ВСМА-
связывающей TFP-T-клеткой согласно настоящему изобретению, которая связывается с CD19- или 
ВСМА-экспрессирующей клеткой. Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения CD19-
связывающая или ВСМА-связывающая TFP-T-клетка согласно настоящему изобретению уменьшает до-
лю, число, количество или процент клеток и/или раковых клеток по меньшей мере на 25%, по меньшей 
мере на 30%, по меньшей мере на 40%, по меньшей мере на 50%, по меньшей мере на 65%, по меньшей 
мере на 75%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 95% или по меньшей мере на 99% у субъек-
та, который страдает миелоидным лейкозом или другим видом рака, связанного с CD19- или ВСМА-
экспрессирующими клетками, или в животной модели указанных заболеваний, по сравнению с отрица-
тельным контролем. Согласно одному аспекту настоящего изобретения субъект представляет собой че-
ловека. В настоящем изобретении также предложены способы предотвращения, лечения и/или контроля 
заболевания, связанного с CD19- или ВСМА-экспрессирующими клетками (например, гематологическо-
го рака или атипичного рака, экспрессирующего CD19 или ВСМА), включающие введение субъекту, 
нуждающемуся в этом, CD19-связывающей или ВСМА-связывающей TFP-T-клетки согласно настояще-
му изобретению, которая связывается с CD19- или ВСМА-экспрессирующей клеткой. Согласно одному 
аспекту реализации настоящего изобретения субъект представляет собой человека. Неограничивающие 
примеры расстройств, связанных с CD19- или ВСМА-экспрессирующими клетками, включают аутоим-
мунные заболевания (такие как волчанка), воспалительные заболевания (такие как аллергии и астма) и 
различные виды рака (такие как различные виды гематологического рака или атипичные виды рака, экс-
прессирующие CD19 или ВСМА). 

В настоящем изобретении также предложены способы предотвращения, лечения и/или контроля за-
болевания, связанного с CD19- или ВСМА-экспрессирующими клетками, включающие введение субъек-
ту, нуждающемуся в этом, CD19-связывающей или ВСМА-связывающей TFP-T-клетки согласно на-
стоящему изобретению, которая связывается с CD19- или ВСМА-экспрессирующей клеткой. Согласно 
одному аспекту настоящего изобретения субъект представляет собой человека. 

В настоящем изобретении предложены способы предотвращения рецидива рака, связанного с 
CD19- или ВСМА-экспрессирующими клетками, включающие введение субъекту, нуждающемуся в 
этом, CD19-связывающей или ВСМА-связывающей TFP-T-клетки согласно настоящему изобретению, 
которая связывается с CD19- или ВСМА-экспрессирующей клеткой. Согласно одному аспекту настояще-
го изобретения способы включают введение субъекту, нуждающемуся в этом, эффективного количества 
CD19-связывающей или ВСМА-связывающей TFP-T-клетки согласно настоящему изобретению, которая 
связывается с CD19- или ВСМА-экспрессирующей клеткой, в комбинации с эффективным количеством 
другой терапии. 

Комбинированные способы лечения. 
TFP-экспрессирующая клетка, описанная в настоящем документе, может быть использована в ком-

бинации с другими известными агентами и способами лечения. В настоящем изобретении введение "в 
комбинации" означает, что два (или более) различных способа лечения доставляют субъекту в то время, 
когда указанный субъект страдает от расстройства, например, два или более способов лечения доставля-
ют после того, как у субъекта был поставлен диагноз расстройства, и до того, как расстройство было из-
лечено или устранено, или лечение было прекращено по другим причинам. Согласно некоторым вариан-
там реализации настоящего изобретения один способ лечения продолжают доставлять в тот момент, ко-
гда начинается доставка второго способа лечения, так, что курсы введения перекрываются. Такую ситуа-
цию иногда называют в данном документе как "одновременная доставка" или "совпадающая по времени 
доставка". Согласно другим вариантам реализации настоящего изобретения доставка одного способа 
лечения заканчивается до начала доставки другого способа лечения. Согласно некоторым вариантам реа-
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лизации любого из указанных случаев лечение является более эффективным благодаря комбинирован-
ному введению. Например, второй способ лечения является более эффективным, например, эквивалент-
ный эффект наблюдают при меньшей интенсивности второго способа лечения, или второй способ лече-
ния снижает симптомы в большей степени, чем можно было бы наблюдать при введении второго способа 
лечения в отсутствие первого способа лечения, или аналогичную ситуацию наблюдают при применении 
первого способа лечения. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения доставку 
осуществляют так, что уменьшение симптома или другой параметр, связанный с расстройством, больше, 
чем можно было бы наблюдать при использовании одного способа лечения, доставленного в отсутствие 
другого. Действие двух способов лечения может быть частично аддитивным, полностью аддитивным или 
более чем аддитивным. Доставка может быть осуществлена так, что действие первого доставленного 
способа лечения по-прежнему детектируется во время доставки второго способа лечения. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения "по меньшей мере один до-
полнительный терапевтический агент" включает TFP-экспрессирующую клетку. В настоящем изобрете-
нии также предложены Т-клетки, которые экспрессируют несколько TFP, которые связываются с одина-
ковыми или различными антигенами-мишенями, или одинаковыми или различными эпитопами на одном 
и том же антигене-мишени. В настоящем изобретении также предложены популяции Т-клеток, в которых 
первая подгруппа Т-клеток экспрессирует первый TFP, и вторая подгруппа Т-клеток экспрессирует вто-
рой TFP. 

TFP-экспрессирующие клетки, описанные в настоящем документе, и по меньшей мере один допол-
нительный терапевтический агент можно вводить одновременно, в составе одной и той же композиции 
или в виде отдельных композиций, или последовательно. В случае последовательного введения TFP-
экспрессирующую клетку, описанную в настоящем документе, можно вводить первой, и дополнитель-
ный агент может быть введен вторым, или порядок введения может быть обратным. В других аспектах, 
TFP-экспрессирующая клетка, описанная в настоящем документе, может быть использована в схеме ле-
чения в комбинации с хирургическим вмешательством, химиотерапией, облучением, иммуносупрессив-
ными агентами, такими как циклоспорин, азатиоприн, метотрексат, мофетил и FK506, антителами или 
другими иммунодеструктивными агентами, такими как САМРАТН, антителами к CD3 или другими ви-
дами терапии на основе антител, цитоксином, флударабином, циклоспорином, FK506, рапамицином, ми-
кофенольной кислотой, стероидами, FR901228, цитокинами и облучением, пептидной вакциной, напри-
мер, описанной в Izumoto et al. 2008 J Neurosurg 108:963-971. 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения субъекту может быть введен агент, 
который уменьшает или улучшает побочный эффект, связанный с введением TFP-экспрессирующей 
клетки. Побочные эффекты, связанные с введением TFP-экспрессирующей клетки, включают, но не ог-
раничиваются ими, синдром высвобождения цитокинов (CRS) и гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз 
(HLH), также называемый синдром активации макрофагов (MAS). Симптомы CRS включают высокую 
температуру, тошноту, преходящую гипотензию, гипоксию и т.п. Соответственно, способы, описанные в 
настоящем документе, могут включать введение субъекту TFP-экспрессирующей клетки согласно на-
стоящему изобретению и последующее введение агента для контроля повышенных уровней растворимо-
го фактора, который высвобождается в результате лечения с использованием TFP-экспрессирующей 
клетки. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения растворимый фактор, уровень 
которого повышен у субъекта, представляет собой один или более из ИФН-γ, ФНО-α, ИЛ-2 и ИЛ-6. Сле-
довательно, агент, введенный для лечения указанного побочного эффекта, может быть агентом, который 
нейтрализует один или более из указанных растворимых факторов. Такие агенты включают, но не огра-
ничиваются ими, стероид, ингибитор ФНО-α и ингибитор ИЛ-6. Пример ингибитора ФНО включает эн-
танерцепт. Пример ингибитора ИЛ-6 включает тоцилизумаб (toc). 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения субъекту может быть введен агент, 
который усиливает активность TFP-экспрессирующей клетки. Например, в одном варианте реализации, 
агент может являться агентом, который ингибирует ингибирующую молекулу. Ингибирующая молекула, 
например, белок запрограммированной гибели 1 (PD1), может, в некоторых вариантах реализации, 
уменьшать способность TFP-экспрессирующей клетки индуцировать иммунный эффекторный ответ. 
Примеры ингибирующих молекул включают PD1, PD-L1, CTLA4, TIM3, LAG3, VISTA, BTLA, TIGIT, 
LAIR1, CD160, 2В4 и TGFR-бета. Ингибирование ингибирующей молекулы, например, путем ингибиро-
вания на уровне ДНК, РНК или белка, может оптимизировать функциональную активность TFP-
экспрессирующей клетки. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения ингиби-
торная нуклеиновая кислота, например, дцРНК, например, миРНК или кшРНК, может быть использована 
для ингибирования экспрессии ингибиторной молекулы в TFP-экспрессирующей клетке. Согласно неко-
торым вариантам реализации настоящего изобретения ингибитор представляет собой кшРНК. Согласно 
одному варианту реализации настоящего изобретения ингибирующая молекула оказывает ингибиторное 
действие в TFP-экспрессирующей клетке. В указанных вариантах реализации молекула дцРНК, которая 
ингибирует экспрессию ингибирующей молекулы, связана с нуклеиновой кислотой, которая кодирует 
компонент, например, все из компонентов, TFP. Согласно одному варианту реализации настоящего изо-
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бретения ингибитор ингибиторного сигнала может представлять собой, например, антитело или фраг-
мент антитела, который связывается с ингибирующей молекулой. Например, агент может представлять 
собой антитело или фрагмент антитела, который связывается с PD1, PD-L1, PD-L2 или CTLA4 (напри-
мер, ипилимумаб (также упоминаемый как MDX-010 и MDX-101, который доступен коммерчески как 
ервой (Yervoy); Bristol-Myers Squibb; тремелимумаб (моноклональное антитело IgG2, доступное от 
Pfizer, ранее известное как тицилимумаб, СР-675206)). Согласно одному варианту реализации настояще-
го изобретения агент представляет собой антитело или фрагмент антитела, который связывается с TIM3. 
Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения агент представляет собой антитело или 
фрагмент антитела, который связывается с LAG3. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения агент, который усиливает ак-
тивность TFP-экспрессирующей клетки, может представлять собой, например, гибридный белок, содер-
жащий первый домен и второй домен, причем указанный первый домен представляет собой ингибирую-
щую молекулу или ее фрагмент, и указанный второй домен представляет собой полипептид, который 
связан с положительным сигналом, например, полипептид, содержащий внутриклеточный сигнальный 
домен, описанный в настоящем документе. Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изо-
бретения полипептид, который связан с положительным сигналом, может содержать костимулирующий 
домен CD28, CD27, ICOS, например, внутриклеточный сигнальный домен CD28, CD27 и/или ICOS, 
и/или первичный сигнальный домен, например, CD3-дзета, например, описанный в настоящем докумен-
те. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения гибридный белок экспрессируется 
той же клеткой, которая экспрессирует TFP. Согласно другому варианту реализации настоящего изобре-
тения гибридный белок экспрессируется клеткой, например, Т-клеткой, которая не экспрессирует CD19-
связывающий TFP. 

Фармацевтические композиции. 
Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению могут содержать TFP-

экспрессирующую клетку, например, множество TFP-экспрессирующих клеток, описанных в настоящем 
документе, в комбинации с одним или более фармацевтически или физиологически приемлемыми носи-
телями, разбавителями или вспомогательными веществами. Подходящие композиции могут содержать 
буферы, такие как нейтральный буферный солевой раствор, забуференный фосфатом физиологический 
раствор и т.п.; углеводы, такие как глюкоза, манноза, сахароза или декстраны, маннит; белки; полипеп-
тиды или аминокислоты, такие как глицин; антиоксиданты; хелатирующие агенты, такие как ЭДТА или 
глутатион; адъюванты (например, гидроксид алюминия); и консерванты. Согласно одному аспекту ком-
позиции согласно настоящему изобретению изготовлены для внутривенного введения. 

Фармацевтические композиции согласно настоящему изобретению могут быть введены способом, 
который является подходящим для заболевания, которое лечат (или предотвращают). Количество и час-
тота введения будет определяться такими факторами, как состояние пациента, а также тип и степень тя-
жести заболевания пациента, тем не менее, соответствующие дозировки могут быть определены с помо-
щью клинических исследований. 

Согласно одному варианту реализации фармацевтическая композиция по существу не содержит 
примеси, например, отсутствуют детектируемые уровни примеси, например, выбранной из группы, со-
стоящей из эндотоксина, микоплазмы, компетентного по репликации лентивируса (RCL), р24, нуклеино-
вой кислоты VSV-G, gag ВИЧ, остаточных гранул, покрытых антителом к CD3/CD28, мышиных антител, 
объединенной сыворотки крови человека, бычьего сывороточного альбумина, бычьей сыворотки, компо-
нентов культуральных сред, клеток-упаковщиков вектора или компонентов плазмид, бактерии и грибка. 
Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения бактерия представляет собой по мень-
шей мере одну бактерию, выбранную из группы, состоящей из Alcaligenes faecalis, Candida albicans, Es-
cherichia coli, Haemophilus influenza, Neisseria meningitides, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus pneumonia и Streptococcus pyogenes группы А. 

Если указано "иммунологически эффективное количество", "противоопухолевое эффективное ко-
личество", "ингибирующее опухоль эффективное количество" или "терапевтическое количество", точное 
количество композиций согласно настоящему изобретению, подлежащее введению, может быть опреде-
лено врачом с учетом индивидуальных различий в возрасте, массе, размере опухоли, степени инфициро-
вания или метастазов, и состояния пациента (субъекта). Как правило, можно утверждать, что фармацев-
тическая композиция, содержащая Т-клетки, описанные в настоящем документе, может быть введена в 
дозировке от 104 до 109 клеток/кг массы тела, в некоторых случаях от 105 до 106 клеток/кг массы тела, 
включая все целые значения в пределах указанных диапазонов. Композиции Т-клеток также можно вво-
дить несколько раз в указанных дозировках. Клетки могут быть введены с помощью методик инфузии, 
которые обычно известны в иммунотерапии (см., например, Rosenberg et al., New Eng. J. of Med. 
319:1676, 1988). 

Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения желательным может быть введение активи-
рованных Т-клеток субъекту с последующим повторным отбором крови (или проведением афереза), ак-
тивация Т-клеток в образце в соответствии с настоящим изобретением, и повторная инфузия активиро-
ванных и размноженных Т-клеток пациенту. Указанный способ можно осуществлять несколько раз каж-
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дые несколько недель. Согласно некоторым аспектам настоящего изобретения Т-клетки могут быть ак-
тивированы из образцов крови объемом от 10 до 400 см3. Согласно некоторым аспектам настоящего изо-
бретения Т-клетки активируют из образцов крови объемом 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 или 100 см3. 

Введение субъектам композиций можно осуществлять любым удобным способом, включая аэро-
зольную ингаляцию, инъекцию, прием внутрь, переливание, имплантацию или трансплантацию. Компо-
зиции, описанные в настоящем документе, могут быть введены пациенту трансартериально, подкожно, 
внутрикожно, внутриопухолево, интранодально, интрамедуллярно, внутримышечно, путем внутривен-
ной (в/в) инъекции или внутрибрюшинно. Согласно одному аспекту композиции Т-клеток согласно на-
стоящему изобретению вводят пациенту с помощью внутрикожной или подкожной инъекции. Согласно 
одному аспекту композиции Т-клеток согласно настоящему изобретению вводят путем внутривенной 
инъекции. Композиции Т-клеток могут быть введены непосредственно в опухоль, лимфатический узел 
или очаг инфекции. 

В конкретном иллюстративном аспекте субъекты могут подвергаться лейкаферезу, при котором 
лейкоциты собирают, обогащают или обедняют в условиях ex vivo для отбора и/или выделения клеток, 
представляющих интерес, например, Т-клеток. Подходящие выделенные Т-клетки могут быть размноже-
ны с помощью способов, известных в данной области техники, и обработаны так, что может быть введе-
на одна или более конструкций TFP согласно настоящему изобретению, создавая тем самым TFP-
экспрессирующую Т-клетку согласно настоящему изобретению. Субъекты, нуждающиеся в этом, впо-
следствии могут пройти стандартное лечение с использованием высоких доз химиотерапии с последую-
щей трансплантацией стволовых клеток периферической крови. Согласно некоторым аспектам настоя-
щего изобретения, после или одновременно с введением трансплантата, субъектам путем инфузии вводят 
размноженные TFP Т-клетки согласно настоящему изобретению. В дополнительном аспекте размножен-
ные клетки вводят до или после хирургического вмешательства. 

Дозировка вышеуказанных способов лечения, которую будут вводить пациенту, будет варьировать-
ся в зависимости от точного характера состояния, подлежащего лечению, и реципиента указанного спо-
соба лечения. Масштабирование доз для введения человеку может быть выполнено в соответствии с 
практикой, принятой в данной области техники. Доза для САМРАТН, например, как правило, будет на-
ходиться в диапазоне от 1 до приблизительно 100 мг для взрослого пациента, как правило, при ежеднев-
ном введении в течение периода от 1 до 30 дней. Предпочтительная суточная доза составляет от 1 до 10 
мг/сутки, хотя в некоторых случаях могут быть использованы более высокие дозы до 40 мг/сутки (опи-
санные в патенте США № 6120766). 

Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения TFP вводят в Т-клетки, например, с 
использованием транскрипции в условиях in vitro, и субъект (например, человек) получает начальное 
введение TFP Т-клеток согласно настоящему изобретению, и одно или более последующих введений TFP 
Т-клеток согласно настоящему изобретению, причем одно или более последующих введений осуществ-
ляют менее чем через 15 дней, например 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3 или через 2 дня, после преды-
дущего введения. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения субъекту (например, 
человеку) вводят TFP Т-клетки согласно настоящему изобретению чаще, чем один раз в неделю, напри-
мер, TFP Т-клетки согласно настоящему изобретению вводят 2, 3 или 4 раза в неделю. Согласно одному 
варианту реализации настоящего изобретения субъекту (например, человеку) вводят TFP Т-клетки чаще 
одного раза в неделю (например, 2, 3 или 4 введения в неделю) (также упоминается в настоящем доку-
менте как цикл), в течение последующей недели TFP Т-клетки не вводят, и затем осуществляют одно или 
более дополнительных введений TFP Т-клеток (например, более одного введения TFP Т-клеток в неде-
лю) субъекту. Согласно другому варианту реализации настоящего изобретения субъект (например, чело-
век) получает более одного цикла TFP Т-клеток, и промежуток времени между каждым циклом составля-
ет менее 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4 или 3 дней. Согласно одному варианту реализации настоящего изобретения 
TFP Т-клетки вводят через день, чтобы достичь 3-х введений в неделю. Согласно одному варианту реа-
лизации настоящего изобретения TFP Т-клетки согласно настоящему изобретению вводят в течение по 
меньшей мере двух, трех, четырех, пяти, шести, семи, восьми или более недель. 

Согласно одному аспекту CD19 TFP Т-клетки получают с использованием лентивирусных векто-
ров, таких как лентивирус TFP-T-клетки, полученные с помощью указанного способа, будут иметь ста-
бильную экспрессию TFP. 

Согласно одному аспекту TFP Т-клетки кратковременно экспрессируют векторы TFP в течение 4, 5, 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 дней после трансдукции. Кратковременная экспрессия TFP может быть 
осуществлена путем доставки вектора РНК TFP. Согласно одному аспекту настоящего изобретения РНК 
TFP трансдуцируют в Т-клетку путем электропорации. 

Потенциальная проблема, которая может возникнуть у пациентов, которых лечат с использованием 
кратковременно экспрессирующих TFP Т-клеток (в частности, TFP Т-клеток, несущих scFv мыши), за-
ключается в анафилактической реакции после многократных обработок. 

Не желая быть связанными соответствием какой-либо конкретной теории, авторы настоящего изо-
бретения полагают, что такая анафилактическая реакция может быть вызвана развитием у пациента гу-
морального ответа на TFP, т.е. антител к TFP, имеющих изотип IgE. Считается, что вырабатывающие 



035618 

- 49 - 

антитело клетки пациента претерпевают переключение класса от изотипа IgG (который не вызывает ана-
филактической реакции) к изотипу IgE, если перерыв в воздействии антигена составляет десять-
четырнадцать дней. 

Если пациент имеет высокий риск выработки антител к TFP в течение кратковременной терапии с 
использованием TFP (например, тех, которые получают с помощью РНК-трансдукции), то перерывы ме-
жду инфузиями TFP Т-клеток не должны длиться более чем от десяти до четырнадцати дней. 

Примеры 

Настоящее изобретение будет более подробно описано ниже со ссылкой на следующие экспери-
ментальные примеры. Данные примеры приведены исключительно с целью иллюстрации и не предна-
значены для ограничения настоящего изобретения, если не указано иное. Следовательно, настоящее изо-
бретение никоим образом не должно быть истолковано как ограниченное нижеследующими примерами, 
и подразумевает включение любых и всех вариантов, которые стали очевидными в результате изложения 
идей, предусмотренных в настоящем документе. Полагают, что обычный специалист в данной области 
техники может, используя предшествующее описание и следующие иллюстративные примеры, получить 
и использовать соединения согласно настоящему изобретению и осуществить заявленные способы без 
подробного описания. Следующие рабочие примеры конкретно указывают на различные аспекты на-
стоящего изобретения и не должны быть истолкованы, как ограничивающие каким-либо образом осталь-
ную часть описания. 

Пример 1. Конструкции TFP. 
CD19-связывающие конструкции TFP конструировали путем клонирования фрагмента ДНК CD19-

связывающего scFv, соединенного с фрагментом ДНК CD3 или TCR с помощью последовательности 
ДНК, кодирующей короткий линкер (SL): AAAGGGGSGGGGSGGGGSLE (SEQ ID NO: 5) или длинный 
линкер (LL): AAAIEVMYPPPYLGGGGSGGGGSGGGGSLE (SEQ ID NO: 6), в вектор Р510 (System Bio-
sciences (SBI)) в сайтах XbaI и EcoR1. 

Полученные конструкции CD19-связывающих TRuC включали p510_antiCD19_LL_TCRα (анти-
CD19-scFv-длинный линкер-полноразмерная α-цепь Т-клеточного рецептора человека;), 
p510_antiCD19_LL_TCR αC (анти-CD19-scFv-длинный линкер-константная область α-цепи Т-
клеточного рецептора человека), p510_antiCD19_LL_TCRβ (анти-CD19-scFv-длинный линкер-
полноразмерная бета-цепь Т-клеточного рецептора человека), p510_antiCD19_LL_TCRβC (анти-CD19-
scFv-длинный линкер-константная область бета-цепи Т-клеточного рецептора человека), 
p510_antiCD19_LL_CD3γ (анти-CD19-scFv-длинный линкер-цепь CD3γ человека), 
p510_antiCD19_LL_CD3δ (анти-CD19-scFv-длинный линкер-цепь CD3δ человека), 
p510_antiCD19_LL_CD3ε (анти-CD19-scFv-длинный линкер-цепь CD3ε человека), 
p510_antiCD19_SL_TCRβ (анти-CD19-scFv-короткий линкер-полноразмерная β-цепь Т-клеточного ре-
цептора человека), p510_antiCD19_SL_CD3γ (анти-CD19-scFv-короткий линкер-цепь CD3γ человека), 
p510_antiCD19_SL_CD3δ (анти-CD19-scFv-короткий линкер-цепь CD3δ человека), 
p510_antiCD19_SL_CD3ε (анти-CD19-scFv-короткий линкер-цепь CD3ε человека). 

Конструкцию CD19-связывающего CAR, p510_antiCD19_28ζ, получали путем клонирования синте-
зированной ДНК кодирующей CD19-связывающий фрагмент, частичный внеклеточный домен CD28, 
трансмембранный домен CD28, внутриклеточный домен CD28 и CD3-дзета, в вектор р510 в сайтах XbaI 
и EcoR1. 

Конструкции ВСМА-связывающих TFP получали путем клонирования фрагмента ДНК ВСМА-
связывающего scFv, соединенного с фрагментом ДНК CD3 с помощью последовательности ДНК, коди-
рующей линкер: GGGGSGGGGSGGGGSLE (SEQ ID NO: 7), в вектор р510 (SBI) в сайтах XbaI и EcoR1. 
Полученные конструкции ВСМА-связывающих TFP включали p510_antiBCMA_CD3γ (анти-BCMA-scFv-
линкер-цепь CD3γ человека) и p510_antiBCMA_CD3ε (анти-BCMA-scFv-линкер-цепь CD3ε человека). 

Полноразмерный ВСМА синтезировали и клонировали в р514 (SBI) в сайтах BamHI и NheI, чтобы 
получить конструкцию р514_ВСМА, использованную для получения стабильных линий клеток-
мишеней. 

Конструкции TFP, нацеленные к белку активации фибробластов (FAP) и карбоангидразе-9 (CAIX), 
получали путем клонирования фрагмента ДНК scFv, нацеленного к FAP или CAIX, соединенного с 
фрагментом ДНК CD3 с помощью последовательности ДНК, кодирующей линкер: 
GGGGSGGGGSGGGGSLE (SEQ ID NO: 7), в вектор р510 (SBI) в сайтах XbaI и EcoR1. Конструкции 
TFP, нацеленных к FAP или CAIX, которые могут быть получены, включают p510_anti FAP_CD3γ (анти-
FAP scFv-линкер-цепь CD3γ человека) и p510_antiFAP_CD3ε (анти-FAP scFv-линкер-цепь CD3ε челове-
ка) и p510_antiCAIX_CD3γ (анти-CAIX scFv-линкер-цепь CD3γ человека) и p510_antiCAIX_CD3ε (анти 
CAIX scFv-линкер-цепь CD3ε человека). 

Полноразмерные FAP и CAIX могут быть синтезированы и клонированы в р514 (SBI) в сайтах 
BamHI и NheI, чтобы получить конструкции p514_FAP и р514_CAIX, которые могут быть использованы 
для создания стабильных линий клеток-мишеней. Примеры последовательностей конструкций представ-
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лены ниже. 
Последовательности конструкций 

Целевая конструкция 
Р514_ВСМА (SEQ ID NO: 8) 
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Конструкции CAR 
p510_antiCD19_28z (SEQ ID NO: 9) 
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p526A_19BBZ (SEQ ID NO: 10) 
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Конструкции TFP (TRuC) 
p510_antiCD19_LL_TCRalpha (SEQ ID NO: 11) 
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p510_antiCD19_LL_TCRalphaC (SEQ ID NO: 12) 
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p510_antiCD19_LL_TCRbeta (SEQ ID NO: 13) 
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p510_antiCD19_LL_TCRbetaC (SEQ ID NO: 14) 
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p510_antiCD19_LL_CD3gamma (SEQ ID NO: 15) 
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p510_antiCD19_LL_CD3delta (SEQ ID NO: 16) 
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p510_antiCD19_LL_CD3epsilon (SEQ ID NO: 17) 
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p510_antiCD19_SL_CD3epsilon (SEQ ID NO: 18) 
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p510_antiCD19_SL_CD3gamma (SEQ ID NO: 19) 
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p510_antiCD19_SL_CD3delta (SEQ ID NO: 20) 
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p510_antiCD19_SL_TCRbeta (SEQ ID NO: 21) 
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p510_antiBCMA_CD3epsilon (SEQ ID NO: 22) 
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p510_antiBCMA_CD3gamma (SEQ ID NO: 23) 
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Пример 2. Последовательности антител. 
Создание последовательностей антител. 
Каноническая последовательность полипептида CD19 человека представляет собой последователь-

ность под номером доступа UniProt P15391 (или Р15391-1). Каноническая последовательность полипеп-
тида ВСМА человека представляет собой последовательность под номером доступа UniProt Q02223 (или 
Q02223-1). В настоящем изобретении предложены полипептиды антител, которые способны специфично 
связываться с полипептидом CD19 человека или полипептидом ВСМА человека, или полипептидом FAP 
человека, или полипептидом ВСМА человека, и их фрагменты или домены. Антитела к CD19, FAP, 
CAIX и ВСМА могут быть получены с использованием различных технологий (см., например, Nicholson 
et al., 1997). В указанной работе мышиные антитела к CD19, FAP, CAIX или ВСМА используют в каче-
стве исходного материала, гуманизация мышиных антител к CD19, FAP, CAIX или ВСМА является же-
лательной для клинических условий, при которых специфичные для мыши остатки могут индуцировать 
антигенный ответ у человека, направленный против антител мыши (НАМА), у субъектов, получающих 
лечение с использованием гибридного белка (TFP) Т-клеточных рецепторов (TCR), т.е. лечение с исполь-
зованием Т-клеток, трансдуцированных конструкцией TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX или TFP.BCMA. 
Гуманизацию осуществляют путем прививки областей CDR из мышиного антитела к CD19, FAP, CAIX 
или ВСМА на соответствующие акцепторные каркасные участки зародышевой линии человека, необяза-
тельно содержащие другие модификации CDR и/или каркасных участков. В настоящем изобретении ну-
мерация остатков антител и фрагментов антитела указана в соответствии с системой Кабат (Kabat) (Kabat 
E. A. et al., 1991; Chothia et al., 1987). 

Создание scFv. 
Гуманизированные IgG или IgG человека к CD19, FAP, CAIX или ВМСА используют для создания 

последовательностей scFv для конструкций TFP. Получают последовательности ДНК, кодирующие до-
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мены VL и VH человека или гуманизированные домены VL и VH, и кодоны для конструкций необязатель-
но оптимизируют для экспрессии в клетках из Homo sapiens. Порядок, в котором домены VL и VH появ-
ляются в scFv, варьируется (т.е. возможна ориентация VL-VH или VH-VL), и три копии субъединицы 
"G4S" или "G4S" (G4S)3 соединяют вариабельные домены с получением домена scFv. Плазмидные конст-
рукции, содержащие scFv к CD19, FAP, CAIX и ВСМА, необязательно могут содержать метки Flag, His 
или другие аффинные метки, и могут быть введены путем электропорации в клетки линии НЕК293 или 
другие пригодные линии клеток человека или млекопитающих, и очищены. Подтверждающие количест-
венные исследования включают исследование связывания методом проточной цитометрии, кинетиче-
ский анализ с использованием Proteon и окрашивание CD19-экспрессирующих клеток. 

Примеры CD19-связывающих или ВМСА-связывающих CDR из доменов VL и VH и нуклеотидные 
последовательности, кодирующие их, соответственно, представлены ниже. 

CD19-связывающий домен. 
CDR1 легкой цепи, нацеленный к CD19. 
Кодирующая последовательность: AGGGCAAGTCAGGACATTAGTAAA (SEQ ID NO: 24). 
Аминокислотная последовательность: RASQDISK (SEQ ID NO: 25). 
CDR2 легкой цепи, нацеленный к CD19. 
Кодирующая последовательность: ATCTACCATACATCAAGATTA (SEQ ID NO: 26). 
Аминокислотная последовательность: IYHTSRL (SEQ ID NO: 27). 
CDR3 легкой цепи, нацеленный к CD19. 
Кодирующая последовательность: CAACAGGGTAATACGCTTCCGTACACG (SEQ ID NO: 28). 
Аминокислотная последовательность: QQGNTLPYT (SEQ ID NO: 29). 
CDR1 тяжелой цепи, нацеленный к CD19. 
Кодирующая последовательность: GGGGTCTCATTACCCGACTATGGTGTAAGC (SEQ ID NO: 30). 
Аминокислотная последовательность: GVSLPDYGVS (SEQ ID NO: 31). 
CDR2 тяжелой цепи, нацеленный к CD19. 
Кодирующая последовательность: GTAATATGGGGTAGTGAAACCACATACTATAATTCAGC-

TCTC (SEQ ID NO: 32). 
Аминокислотная последовательность: VIWGSETTYYNSAL (SEQ ID NO: 33). 
CDR3 тяжелой цепи, нацеленный к CD19. 
Кодирующая последовательность: CATTATTACTACGGTGGTAGCTATGCTATGGACTAC (SEQ ID 

NO: 34). 
Аминокислотная последовательность: HYYYGGSYAMDY (SEQ ID NO: 35). 
ВСМА-связывающий домен. 
CDR1 легкой цепи, нацеленный к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: AAAAGCAGCCAGAGCCTGGTGCATAGCAACGGCAACACC-

TATCTGCAT (SEQ ID NO: 36). 
Аминокислотная последовательность: KSSQSLVHSNGNTYLH (SEQ ID NO: 37). 
CDR2 легкой цепи, нацеленный к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: AAAGTGAGCAACCGCTTTAGC (SEQ ID NO: 38). 
Аминокислотная последовательность: KVSNRFS (SEQ ID NO: 39). 
CDR3 легкой цепи, нацеленный к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: GCGGAAACCAGCCATGTGCCGTGGACC (SEQ ID NO: 40). 
Аминокислотная последовательность: AETSHVPWT (SEQ ID NO: 41). 
CDR1 тяжелой цепи, нацеленный к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: AAAGCGAGCGGCTATAGCTTTCCGGATTATTATATTAAC 

(SEQ ID NO: 42). 
Аминокислотная последовательность: KASGYSFPDYYIN (SEQ ID NO: 43). 
CDR2 тяжелой цепи, нацеленный к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: TGGATTTATTTTGCGAGCGGCAACAGCGAATATAACCA-

GAAATTTACCGGC (SEQ ID NO: 44) 
Аминокислотная последовательность: WIYFASGNSEYNQKFTG (SEQ ID NO: 45). 
CDR3 тяжелой цепи, нацеленный к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: CTGTATGATTATGATTGGTATTTTGATGTG (SEQ ID NO: 46). 
Аминокислотная последовательность: LYDYDWYFDV (SEQ ID NO: 47). 
Вариабельная область легкой цепи антитела к CD19. 
Кодирующая последовательность: 
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Аминокислотная последовательность: 

 
Вариабельная область тяжелой цепи антитела к CD19. 
Кодирующая последовательность: 

 
Аминокислотная последовательность: 

 
Вариабельная область легкой цепи антитела к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: 

 

 
Аминокислотная последовательность: 

 
Вариабельная область тяжелой цепи антитела к ВСМА. 
Кодирующая последовательность: 

 
Аминокислотная последовательность: 

 
Источник субъединиц TCR. 
Все субъединицы комплекса Т-клеточного рецептора (TCR) человека содержат внеклеточный до-

мен, трансмембранный домен и внутриклеточный домен. Комплекс TCR человека содержит полипептид 
CD3-эпсилон, полипептид CD3-гамма, полипептид CD3-дельта, полипептид CD3-дзета, полипептид аль-



035618 

- 122 - 

фа-цепи TCR и полипептид бета-цепи TCR. Каноническая последовательность полипептида CD3-
эпсилон человека может быть найдена в базе данных UniProt под номером доступа Р07766. Каноническая 
последовательность полипептида CD3-гамма человека может быть найдена в базе данных UniProt под 
номером доступа Р09693. Каноническая последовательность полипептида CD3-дельта человека может 
быть найдена в базе данных UniProt под номером доступа Р043234. Каноническая последовательность 
полипептида CD3-дзета человека может быть найдена в базе данных UniProt под номером доступа 
Р20963. Каноническая последовательность альфа-цепи TCR человека может быть найдена в базе данных 
UniProt под номером доступа Q6ISU1. Каноническая последовательность С-области бета-цепи TCR че-
ловека может быть найдена в базе данных UniProt под номером доступа Р01850, последовательность V 
области бета-цепи TCR человека может быть найдена в базе данных UniProt под номером доступа 
Р04435. Каноническая последовательность полипептида CD3-эпсилон человека: 

 
Каноническая последовательность полипептида CD3-гамма человека: 

 
Каноническая последовательность полипептида CD3-дельта человека: 

 
Каноническая последовательность полипептида CD3-дзета человека: 

 
Каноническая последовательность альфа-цепи TCR человека: 

 
Каноническая последовательность С-области альфа-цепи TCR человека: 

 
Каноническая последовательность V области CTL-L17 альфа-цепи TCR человека: 

 
Каноническая последовательность С-области бета-цепи TCR человека: 

 
Каноническая последовательность V-области CTL-L17 бета-цепи TCR человека: 
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Каноническая последовательность V-области YT35 бета-цепи TCR человека: 

 
Пример последовательности тяжелой цепи анти-ВСМА. 
Создание TFP из доменов TCR и scFv. 
CD19 или ВСМА scFv рекомбинантно соединены с CD3-эпсилон или другими субъединицами TCR 

(см. 1С) с использованием линкерной последовательности, такой как G4S, (G4S)2, (G4S)3 или (G4S)4. В 
настоящем изобретении используют различные линкеры и конфигурации scFv. Альфа-цепь TCR и бета-
цепь TCR использовали для создания TFP в виде полноразмерных полипептидов или только их кон-
стантных доменов. Любая вариабельная последовательность альфа-цепи TCR и бета-цепи TCR пригодна 
для изготовления TFP. 

Векторы экспрессии TFP. 
В настоящем изобретении предложены векторы экспрессии, содержащие промотор (энхансер-

промотор цитомегаловируса (ЦМВ)), сигнальную последовательность, чтобы обеспечить секрецию, сиг-
нал полиаденилирования и терминатор транскрипции (ген бычьего гормона роста (BGH)), элемент, обес-
печивающий эписомную репликацию и репликацию у прокариот (например, точка начала репликации 
SV40 и ColE1 или другие, известные в данной области техники), и элементы, обеспечивающие отбор (ген 
устойчивости к ампициллину и селективный маркер зеоцин). Предпочтительно конструкцию нуклеино-
вой кислоты, кодирующей TFP, клонируют в лентивирусный вектор экспрессии, и экспрессию подтвер-
ждают на основании количества и качества ответа эффекторных Т-клеток, трансдуцированных TFP.CD19 
("CD19.TFP", или "CD19.TFP Т-клетки", или "TFP.CD19", или "TFP.CD19 Т-клетки") в ответ на CD19+ 
клетки-мишени, TFP.FAP-трансдуцированных Т-клеток ("FAP.TFP", или "FAP.TFP Т-клетки", или 
"TFP.FAP", или "TFP.FAP Т-клетки") в ответ на FAP+ клетки-мишени, TFP.CAIX-трансдуцированных Т-
клеток ("CAIX.TFP" или "CAIX.TFP Т-клетки", или "TFP.CAIX", или "TFP.CAIX Т-клетки") в ответ на 
CAIX+ клетки-мишени, или TFP.BCMA-трансдуцированных Т-клеток ("BCMA.TFP", или "BCMA.TFP Т-
клетки", или "TFP.BCMA", или "TFP.BCMA Т-клетки") в ответ на ВСМА+ клетки-мишени. Ответы эф-
фекторных Т-клеток включают, но не ограничиваются ими, размножение, пролиферацию и удвоение 
клеток, выработку цитокинов и лизис клеток-мишеней или цитолитическую активность (т.е. дегрануля-
цию). Лентивирусные векторы-переносчики TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX или TFP.BCMA используют 
для получения геномного материала, упакованного в VSVg-псевдотипированные лентивирусные части-
цы. ДНК лентивирусного вектора-переносчика смешивают с тремя компонентами для упаковки вируса 
VSVg, gag/pol и rev в комбинации с реагентом для трансфекции Lipofectamine для их переноса в клетки 
293. Через 24 и 48 ч среды собирают, фильтруют и концентрируют с помощью ультрацентрифугирова-
ния. Полученный вирусный препарат хранят при -80°С. Количество трансдуцирующих единиц опреде-
ляют титрованием на клетках SupT1. Перенаправленные Т-клетки TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX или 
TFP.BCMA получают путем активации свежих наивных Т-клеток с использованием гранул, покрытых 
антителом к CD3x и CD28, в течение 24 ч и затем добавляют соответствующее количество трансдуци-
рующих единиц, чтобы получить желаемую долю трансдуцированных Т-клеток. Полученные модифици-
рованные Т-клетки размножают, до достижения состояния покоя и уменьшения в размере, после чего их 
замораживают для последующего анализа. Количество и размеры клеток измеряют с использованием 
Multisizer III (Beckman Coulter). Перед криоконсервацией процент трансдуцированных клеток (экспрес-
сирующих TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX или TFP.BCMA на клеточной поверхности) и относительную 
интенсивность флуоресценции в результате экспрессии определяют методом проточной цитометрии. На 
основании данных гистограммы оценивают относительные уровни экспрессии TFP путем сравнения 
процента трансдуцированных клеток с относительной интенсивностью флуоресценции для указанных 
клеток. 

Согласно некоторым вариантам реализации настоящего изобретения несколько TFP вводят с помо-
щью трансдукции Т-клеток несколькими вирусными векторами. 

Оценка цитолитической активности, способности к пролиферации и секреции цитокинов перена-
правленных Т-клеток, несущих гуманизированный TFP Функциональные способности TFP.CD19, 
TFP.FAP, TFP.CAIX или TFP.BCMA Т-клеток вырабатывать TFP, которые экспрессируются на клеточ-
ной поверхности, и вызывать гибель опухолевых клеток-мишеней, пролиферировать и секретировать 
цитокины определяли с помощью количественных исследований, известных в данной области техники. 

МКПК человека (например, кровь после афереза у нормального донора, наивные Т-клетки которого 
получают путем отрицательной селекции в отношении Т-клеток, CD4+ и CD8+ лимфоцитов) обрабаты-
вают интерлейкином-2 (ИЛ-2) человека, и затем активируют гранулами, покрытыми антителами к CD3x 
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и CD28, например, в 10% RPMI при 37°С, 5% СО2 перед проведением трансдукции с использованием 
TFP-кодирующих лентивирусных векторов. Количественные исследования методом проточной цитомет-
рии используют, чтобы подтвердить присутствие TFP на поверхности клеток, например, с помощью ан-
титела к FLAG или антитела к вариабельной области мыши. Выработку цитокинов (например, ИФН-γ) 
измеряют с помощью ИФА или других количественных способов исследований. 

Пример 3. Эффективность TFP Т-клеток человека в мышиной модели ALL человека. 
Первичные клетки ALL человека могут быть выращены у мышей с ослабленным иммунитетом (на-

пример, NSG или NOD) без их культивирования в условиях in vitro. Аналогичным образом, культиви-
руемые линии клеток ALL человека могут индуцировать лейкоз у таких мышей. Мышей, несущих ALL, 
можно использовать для проверки эффективности Т-клеток человека TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX или 
TFP.BCMA, например, в модели HALLX5447. Исследуемым показателем в указанной модели является 
выживание мышей после внутривенной (в/в) инфузии клеток ALL в отсутствие и в присутствии внутри-
венно введенных Т-клеток человека TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX или TFP.BCMA. 

Пример 4. Лечение с использованием TFP Т-клеток человека в ксенотрансплантатной мышиной мо-
дели солидных опухолей в условиях in vivo. 

Эффективность Т-клеток человека TFP.CD19 или TFP.BCMA также может быть проверена в мы-
шиных моделях с ослабленным иммунитетом, несущих подкожные солидные опухоли, полученные из 
CD19- или ВСМА-экспрессирующих клеток ALL человека, линий клеток CLL или НХЛ человека. Сжа-
тие опухоли в ответ на лечение с использованием Т-клеток человека TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX или 
TFP.BCMA можно оценить путем измерения размера опухоли штангенциркулем или путем регистрации 
интенсивности сигнала флуоресценции GFP, испускаемого GFP-экспрессирующими опухолевыми клет-
ками. 

Первичные клетки солидной опухоли человека могут быть выращены у мышей с ослабленным им-
мунитетом без культивирования в условиях in vitro. Примеры клеток солидных опухолей включают ли-
нии клеток солидных опухолей, такие как линии, доступные в Атласе генома рака (TCGA) и/или Общей 
энциклопедии линий раковых клеток (CCLE см. Barretina et al., Nature 483:603 (2012)). Примеры клеток 
солидных опухолей включают первичные опухолевые клетки, выделенные из карциномы почек, рака 
молочной железы, рака легких, рака яичников, рака предстательной железы, рака толстой кишки, рака 
шейки матки, рака мозга, рака печени, рака поджелудочной железы, рака почек или рака желудка. Такие 
мыши могут быть использованы для проверки эффективности Т-клеток TFP.CD19, TFP.FAP, TFP.CAIX 
или TFP.BCMA в ксенотрансплантатных моделях опухолей человека (см., например, Morton et al., Nat. 
Procol. 2:247 (2007)). После имплантации или подкожной инъекции 1×106-1×107 первичных клеток (обра-
ботанные коллагеназой общие суспензии опухолей в материале внеклеточного матрикса) или фрагмен-
тов опухоли (фрагменты первичной опухоли в материале внеклеточного матрикса), опухолям обеспечи-
вали время для роста до 200-500 мм3 перед началом лечения. 

Пример 5. Демонстрация мультиплексных полипептидов TFP и применение мультиплексных пере-
направленных Т-клеток, несущих гуманизированный TFP. 

Полипептиды TFP, представленные в настоящем документе, способны функционально связываться 
с эндогенными полипептидами субъединиц TCR с образованием функциональных комплексов TCR. В 
настоящем документе множество TFP в лентивирусных векторах используют для трансдукции Т-клеток, 
чтобы создать функциональный, мультиплексный рекомбинантный комплекс TCR. Например, в настоя-
щем изобретении предложена Т-клетка, содержащая i) первый TFP, содержащий внеклеточный домен, 
трансмембранный домен и внутриклеточный домен из полипептида CD3-дзета, и фрагмент антитела 
scFv, специфичный в отношении CD19, FAP, CAIX или ВСМА, и ii) второй TFP, содержащий внеклеточ-
ный домен, трансмембранный домен и внутриклеточный домен из полипептида CD3-гамма, и фрагмент 
антитела, специфичный в отношении CD19, FAP, CAIX или ВСМА. Первый TFP и второй TFP способны 
взаимодействовать друг с другом и с полипептидами эндогенных субъединиц TCR, образуя тем самым 
функциональный комплекс TCR. 

Применение указанных Т-клеток, несущих мультиплексный гуманизированный TFP.CD19, 
TFP.FAP, TFP.CAIX или TFP.BCMA, продемонстрировано в гемобластозах и солидных опухолях, как 
это описано в примерах 2 и 3 выше. 

Пример 6. Получение Т-клеток, трансдуцированных TFP. 
Получение лентивирусов. 
Лентивирус, кодирующий соответствующие конструкции, получали следующим образом. 5×106 

HEK293FT-клеток высевали в чашку диаметром 100 мм и размножали до достижения 70-90% конфлю-
ентности в течение ночи. По 2,5 мкг ДНК указанных плазмид и 20 мкл смеси для упаковки лентивируса 
(ALSTEM, каталожный номер VP100, см. Приложение В3) разводили в 0,5 мл DMEM или среды OPTI-
MEM I без сыворотки и осторожно перемешивали. В отдельной пробирке 30 мкл реагента для трансфек-
ции NanoFect (ALSTEM, каталожный номер NF100) разводили в 0,5 мл DMEM или среды OPTI-MEM I 
без сыворотки и осторожно перемешивали. Растворы NanoFect/DMEM и ДНК/DMEM смешивали и 
встряхивали в течение 10-15 секунд перед инкубацией смеси DMEM-плазмида-NanoFect при комнатной 
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температуре в течение 15 мин. Полный комплекс для трансфекции, полученный на предыдущем этапе, 
добавляли по каплям к планшету с клетками и покачивали, чтобы равномерно диспергировать комплекс 
для трансфекции в планшете. Затем планшет инкубировали в течение ночи при 37°С в инкубаторе в ув-
лажненной атмосфере с 5% CO2. На следующий день супернатант заменяли 10 мл свежей среды, и вно-
сили 20 мкл ViralBoost (500x, ALSTEM, каталожный номер VB100). Затем планшеты инкубировали при 
37°С еще в течение 24 ч. Супернатант, содержащий лентивирусы, затем собирали в 50 мл стерильную 
коническую центрифужную пробирку с крышкой и помещали на лед. После центрифугирования при 
3000 об/мин в течение 15 мин при 4°С очищенный супернатант фильтровали с использованием стериль-
ного фильтра с размером пор 0,45 мкм с низким связыванием белка, и вирус затем выделяли путем ульт-
рацентрифугирования при 25000 об/мин (Beckmann, L8-70M) в течение 1,5 ч при 4°С. Осадок удаляли и 
повторно суспендировали в средах DMEM, и концентрации/титры лентивирусов определяли с помощью 
количественной ОТ-ПЦР с использованием набора Lenti-X qRT-PCR Titration (Clontech; каталожный но-
мер 631235). Любую остаточную плазмидную ДНК удаляли путем обработки ДНКазой I. Исходный пре-
парат вируса немедленно использовали для инфицирования или распределяли на аликвоты и хранили 
при - 80°С для последующего использования. 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Выделение МКПК. 
Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК) получали из цельной крови или лейкоци-

тарной пленки. Цельную кровь собирали в 10 мл вакуумный контейнер с гепарином и обрабатывали не-
медленно или хранили в течение ночи при 4°С. Приблизительно 10 мл цельной антикоагулированной 
крови смешивали со стерильным забуференным фосфатом физиологическим раствором (ФСБ), чтобы 
получить общий объем 20 мл в конической центрифужной пробирке объемом 50 мл (ФСБ, рН 7,4, без 
Ca2+/Mg2+). 20 мл смеси кровь/ФСБ затем осторожно наслаивали на поверхность 15 мл Ficoll-Paque PLUS 
(GE Healthcare, 17-1440-03) перед центрифугированием при 400g в течение 30-40 мин при комнатной 
температуре без применения тормоза. Лейкоцитарную пленку получали от Research Blood Components 
(Бостон, Массачусетс, США). Пробирки Leucosep (Greiner bio-one) подготавливали путем добавления 15 
мл Ficoll-Paque (GE Health Care) и центрифугировали при 1000 g в течение 1 мин. Лейкоцитарную пленку 
разводили в ФСБ в соотношении 1:3 (рН 7,4, без Са2+ или Mg2+). Разведенную лейкоцитарную пленку 
переносили в пробирку Leucosep и центрифугировали при 1000 g в течение 15 мин без применения 
тормоза. Слой клеток, содержащих мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК), которые 
можно наблюдать на границе раздела разбавленная плазма/Ficoll, осторожно удаляли, чтобы свести к 
минимуму загрязнения Ficoll. Остаточный Ficoll, тромбоциты и белки плазмы затем удаляли путем про-
мывки МНПК три раза в 40 мл ФСБ и центрифугирования при 200 g в течение 10 мин при комнатной 
температуре. Затем клетки подсчитывали с помощью гемоцитометра. Промытые МКПК промывали еще 
один раз средами CAR-T (AIM V-AlbuMAX (БСА) (Life Technologies) с добавлением 5% сыворотки АВ и 
1,25 мкг/мл амфотерицина В (Gemini Bioproducts, Вудланд, Калифорния, США), 100 ед./мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина). В другом варианте промытые МКПК переносили в изотермические флако-
ны и замораживали при -80°С в течение 24 ч перед хранением в жидком азоте для последующего исполь-
зования. 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Активация Т-клеток. 
Мононуклеарные клетки периферической крови (МКПК), полученные из цельной крови или лейко-

цитарной пленки, стимулировали с использованием магнитных гранул, конъюгированных с антителами к 
CD28 и CD3 человека, в течение 24 ч перед вирусной трансдукцией. Свежевыделенные МКПК промыва-
ли один раз в средах CAR-T (AIM V-AlbuMAX (БСА) (Life Technologies) с добавлением 5% сыворотки 
АВ и 1,25 мкг/мл амфотерицина В (Gemini Bioproducts), 100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стрепто-
мицина) без hu-ИЛ-2, перед повторным суспендированием до конечной концентрации 1×106 клеток/мл в 
средах CAR-T с добавлением 300 МЕ/мл ИЛ-2 человека (из 1000× исходного раствора; Invitrogen). Если 
МНПК ранее были заморожены, то их оттаивали и повторно суспендировали в концентрации 1×107 кле-
ток/мл в 9 мл подогретой (37°С) среды DMEM (Life Technologies) в присутствии 10% ФБС, 100 ед./мл 
пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина, при концентрации 1×106 клеток/мл перед еще одной промыв-
кой в среде CART с повторным суспендированием, чтобы получить концентрацию 1×106 клеток/мл в 
среде CAR-T, после этого добавляли ИЛ-2, как описано выше. Перед активацией магнитные гранулы, 
конъюгированные с антителами к CD28 и CD3 человека, (Invitrogen), промывали три раза в 1 мл сте-
рильного ФСБ (1×), рН 7,4, с использованием магнитной стойки, чтобы выделить гранулы из раствора, 
перед повторным суспендированием в среде CAR-T с добавлением 300 МЕ/мл ИЛ-2 человека до конеч-
ной концентрации 4×107 гранул/мл. МКПК и гранулы затем смешивали в соотношении 1:1 грану-
лы/клетки путем перенесения 25 мкл (1×106 гранул) гранул в 1 мл МКПК. Желаемое число аликвот затем 
распределяли в одиночные лунки 12-луночного планшета для культивирования клеток с низкой адгезией 
или необработанного планшета для культивирования клеток, и инкубировал при 37°С в атмосфере 5% 
CO2 в течение 24 ч перед вирусной трансдукцией. 



035618 

- 126 - 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Трансдукция/трансфекция и пролиферация Т-клеток. 
После активации МКПК инкубировали в течение 24 ч при 37°С, 5% CO2. Лентивирус оттаивали на 

льду, и 5×106 лентивирусных частиц вместе с 2 мкл Transplus (Alstem) на 1 мл сред (конечное разведение 
1:500) добавляли в каждую лунку к 1×106 клеток. Клетки инкубировали в течение еще 24 ч перед по-
вторным добавлением вируса. В другом варианте лентивирус оттаивали на льду, и соответствующий ви-
рус добавляли при 5 или 50 MOI в присутствии 5 мкг/мл полибрена (Sigma). Клетки инокулировали пу-
тем осаждения при 100 g в течение 100 мин при комнатной температуре. Затем клетки размножали в 
присутствии 300 МЕ/мл ИЛ-2 человека в течение 6-14 дней (общее время инкубации зависит от конечно-
го числа необходимых CAR-T-клеток). Концентрации клеток исследовали каждые 2-3 дня, в это же вре-
мя добавляли среды для поддержания клеточной суспензии в плотности 1×106 клеток/мл. 

В некоторых случаях активированные МКПК подвергали электропорации транскрибируемой в ус-
ловиях in vitro (IVT) иРНК (фиг. 14). МКПК человека стимулировали с помощью гранул Dynabeads 
(ThermoFisher) в соотношении 1:1 в течение 3 дней в присутствии 300 МЕ/мл рекомбинантного ИЛ-2 
человека (R&D System). Гранулы удаляли перед электропорацией. Клетки промывали и повторно сус-
пендировали в среде OPTI-MEM (ThermoFisher) в концентрации 2,5×107 клеток/мл. По 200 мкм суспен-
зии клеток (5×106 клеток) переносили в кюветы с 2 мм зазором Electroporation Cuvettes Plus (Harvard 
Apparatus BTX) и предварительно охлаждали на льду. 10 мкг IVT иРНК TFP добавляли к суспензии кле-
ток. Смесь иРНК/клетка затем подвергали электропорации при 200 В в течение 20 мс с использованием 
системы для электропорации ЕСМ830 Square Wave (Harvard Apparatus BTX). Сразу после электропора-
ции клетки переносили в свежую среду для культивирования клеток (не содержащая сыворотки среда 
AIM V AlbuMAX (БСА) + 5% сыворотки АВ человека + 300 МЕ/мл ИЛ-2) и инкубировали при 37°С. 
Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 

Подтверждение экспрессии TFP с помощью окрашивания клеток. 
После лентивирусной трансдукции или электропорации иРНК экспрессию анти-CD19, анти-FAP, 

анти-CAIX и анти-ВСМА CAR и TFP подтверждали с помощью проточной цитометрии с использовани-
ем антитела к Fab мыши для детектирования мышиного анти-CD19, анти-FAP, анти-CAIX или анти-
ВСМА scFv. Т-клетки промывали три раза в 3 мл буфера для окрашивания (ФСБ, 4% БСА) и повторно 
суспендировали в ФСБ до достижения концентрации 1×106 клеток на лунку. Для исключения мертвых 
клеток клетки инкубировали с rive dead aqua (Invitrogen) в течение 30 мин на льду. Клетки дважды про-
мывали в ФСБ и повторно суспендировали в 50 мкл буфера для окрашивания. 

Чтобы блокировать рецепторы Fc 1 мкл нормального козьего IgG, разбавленного в соотношении 
1:100 (Life Technologies), добавляли в каждую пробирку и инкубировали на льду в течение 10 мин. По 1 
мл буфера для проточной цитометрии добавляли в каждую пробирку, хорошо перемешивали, и клетки 
осаждали центрифугированием при 300 g в течение 5 мин. Поверхностную экспрессию scFv TFP детек-
тировали с использованием меченых биотином нормальных поликлональных антител козы к F(ab)2 анти-
тела мыши (Life Technologies), при этом меченые биотином нормальные поликлональные антитела IgG 
козы (Life Technologies) использовали в качестве контроля изотипа. Оба антитела добавляли в концен-
трации 10 мкг/мл в реакционном объеме 100 мкл. Клетки затем инкубировали при 4°С в течение 45 мин, 
промывали один раз, повторно суспендировали в буфере для проточной цитометрии, и блокировали с 
использованием нормального IgG мыши (Invitrogen) путем добавления 100 мкл нормального IgG мыши, 
разбавленного в соотношении 1:1000, в каждую пробирку. Затем клетки инкубировали на льду в течение 
10 мин, промывали буфером для окрашивания и повторно суспендировали в 100 мкл буфера для окраши-
вания. Затем клетки окрашивали путем добавления 1,0 мкл меченого фикоэритрином (РЕ) стрептавидина 
(BD Biosciences), и АРС-конъюгированное антитело к CD3 человека (клон-UCHT1, BD Biosciences), 
PerCP/Cy5.5-конъюгированное антитело к CD8 человека (клон-SK1, BD Biosciences) и Pacific Blue-
конъюгированное антитело к CD4 человека (клон-RPA-Т4 BD Biosciences) добавляли в каждую пробир-
ку. Проточную цитометрию проводили с использованием LSRFortessa X20 (BD Biosciences), и данные 
получали с использованием программного обеспечения FACS diva и анализировали с помощью FlowJo 
(Treestar, Inc., Ашланд, Орегон, США). От 20% до 40% трансдуцированных Т-клеток экспрессировали 
CD19-связывающий CAR, CD19-связывающий LL TFP, CD19-связывающий SL TFP или ВСМА-
связывающий TFP, что указывает на сопоставимые уровни трансдукции и поверхностной экспрессии 
конструкций CAR и TFP (фиг. 5-7). 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Пример 7. Количественное исследование цитотоксичности методом проточной цитометрии. 
Клетки-мишени, которые были положительными или отрицательными в отношении соответствую-

щих мишеней CD19, FAP, CAIX или ВСМА, помечали с помощью флуоресцентного красителя, сукци-
нимидилового эфира карбоксифлуоресцеина (CFSE). Указанные клетки-мишени смешивали с эффектор-
ными Т-клетками, которые представляли собой нетрансдуцированные клетки, трансдуцированные кон-
трольными конструкциями CAR-T клетки или клетки, трансдуцированные TFP. После указанного перио-
да инкубации процент мертвых или живых CFSE-меченых клеток-мишеней и клеток-мишеней для отри-
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цательного контроля определяли для каждой культуры эффектор/клетка-мишень с помощью проточной 
цитометрии. Процент выживаемости клеток-мишеней в каждой культуре Т-клетка + клетка-мишень рас-
считывали по отношению к лункам, содержащим только клетки-мишени. 

Цитотоксическую активность эффекторных Т-клеток измеряли методом проточной цитометрии пу-
тем сравнения количества выживших клеток-мишеней в отсутствие или в присутствии эффекторных Т-
клеток после совместной инкубации эффекторных клеток и клеток-мишеней. В экспериментах с исполь-
зованием CD19 TFP или CAR-T-клеток клетки-мишени представляли собой CD19-положительные клет-
ки лимфомы Беркитта линии Raji (ATCC, CCL-86), в то время как клетки, используемые в качестве отри-
цательного контроля, представляли собой CD19-отрицательные клетки линии К562 (ATCC, CCL-243). В 
экспериментах с использованием ВСМА TFP Т-клеток клетки-мишени представляли собой ВСМА-
положительные RPMI-8226 плазмацитомные/миеломные клетки (ATCC, CCL-155), в то время как клет-
ки, используемые в качестве отрицательного контроля, представляли собой ВСМА-отрицательные клет-
ки лимфомы Беркитта линии Raji (ATCC, CCL-86). Клетки-мишени промывали один раз и повторно сус-
пендировали в ФСБ до конечной концентрации 1×106 клеток/мл. Флуоресцентный краситель, сукцини-
мидиловый эфир карбоксифлуоресцеина (CFSE) (ThermoFisher), добавляли к суспензии клеток в концен-
трации 0,03 мкМ, и клетки инкубировали в течение 20 мин при комнатной температуре. Реакцию мече-
ния останавливали путем добавления к суспензии клеток полноценной культуральной среды (RPMI-1640 
+ 10% HI-FBS) в объеме, который в 5 раз превышал реакционный объем, и клетки инкубировали в тече-
ние еще 2 мин при комнатной температуре. Клетки осаждали центрифугированием и повторно суспен-
дировали в среде для оценки цитотоксичности (не содержащая фенолового красного среда RPMI1640 
(Invitrogen) с добавлением 5% сыворотки АВ (Gemini Bioproducts) до конечной концентрации 2×105 кле-
ток/мл. 50 мкл суспензии клеток-мишеней, меченных CFSE (эквивалентно 10000 клеток), добавляли в 
каждую лунку 96-луночного планшета с U-образным дном (Corning). 

Эффекторные Т-клетки трансдуцированные конструкциями ВСМА TFP, совместно с нетрансдуци-
рованными Т-клетками в качестве отрицательного контроля, промывали и суспендировали до конечной 
концентрации 2×106 клеток/мл или 1×106 клеток/мл в среде для оценки цитотоксичности. По 50 мкл сус-
пензий эффекторных Т-клеток (эквивалентно 100000 или 50000 клеток) добавляли к высаженным клет-
кам-мишеням, чтобы получить соотношение эффекторные клетки:клетки-мишени 10:1 или 5:1, соответ-
ственно, в общем объеме 100 мкл. Культуры затем смешивали, осаждали и инкубировали в течение 4 ч 
при 37°С, 5% CO2. Немедленно после указанной инкубации 7AAD (7-аминоактиномицин D) (BioLegend) 
добавляли к культуре клеток, как рекомендовано изготовителем, и исследование методом проточной ци-
тометрии проводили с помощью BD Fortessa X-20 (BD Biosciences). Анализ данных проточной цитомет-
рии проводили с использованием программного обеспечения FlowJo (TreeStar, Inc). Процент выживания 
для клеток-мишеней RPMI-8226 рассчитывали путем деления числа живых клеток-мишеней RPMI-8226 
(CFSE+ 7-AAD) в образце, содержащем эффекторные Т-клетки и клетки-мишени, на количество живых 
клеток RPMI-8226 (CFSE+ 7-AAD) в образце, содержащем только клетки-мишени. Цитотоксичность для 
эффекторных клеток рассчитывали как процент гибели клеток для RPMI-8226=100% - процент выжива-
ния для клеток RPMI-8226. 

Как было описано ранее, Т-клетки, трансдуцированные анти-CD19-28ζ конструкцией CAR, прояв-
ляли цитотоксичность в отношении CD19-экспрессирующих В-клеток Raji, по сравнению с Т-клетками, 
которые не были трансдуцированы или были трансдуцированы контрольной конструкцией CAR, не об-
ладающей специфичностью в отношении CD19 (фиг. 8). Однако Т-клетки, трансдуцированные анти-
CD19-CD3ε, более эффективно индуцировали цитотоксичность в отношении мишеней Raji, чем CD19-
связывающая контрольная конструкция CAR, при всех проверенных соотношениях эффектор:мишень. 
Анти-CD19-CD3γ TFP также вызывали устойчивую цитотоксичность, которая превышала цитотоксич-
ность, наблюдаемую при использовании CD19-связывающих CAR, при соотношениях эффектор:мишень 
от 5 до 10:1 (фиг. 8). Некоторую степень цитотоксичности наблюдали при использовании CD19-
связывающего TCRα TFP и CD19-связывающего TCRβ TFP. Аналогичные результаты были получены 
при использовании CD19-связывающего TFP, который был сконструирован с другой шарнирной обла-
стью. Аналогичным образом, цитотоксичность в отношении CD19-экспрессирующих клеток-мишеней 
Raji была больше при использовании Т-клеток, трансдуцированных CD19-связывающим CD3ε TFP или 
CD19-связывающим CD3γ TFP, чем цитотоксичность, наблюдаемая для Т-клеток, трансдуцированных 
CD19-связывающим CAR. 

Т-клетки, которые подвергали электропорации с использованием иРНК, кодирующей TFP, специ-
фичные в отношении CD19, также проявляли устойчивую цитотоксичность в отношении CD19-
экспрессирущих В-клеток Raji, тогда как при использовании контрольной конструкции или конструкций 
CD19-связывающих TRuC не было обнаружено существенной гибели CD19-отрицательных клеток К562, 
CD19-специфичную гибель клеток Raji наблюдали при использовании Т-клеток, трансдуцированных 
анти-CD19-CD3ε SL или анти-CD19-CD3γ SL TRuC (фиг. 14). Т-клетки, трансдуцированные TFP, специ-
фичным в отношении В-клеточного антигена созревания (ВСМА), также проявляли устойчивую цито-
токсичность в отношении ВСМА-экспрессирующих клеток RPMI8226. Т-клетки, трансдуцированные 
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анти-ВСМА-CD3ε или анти-ВСМА-CD3γ TFP, эффективно индуцировали цитотоксичность в отношении 
ВСМА-экспрессирующих клеток-мишеней RPMI8226. При соотношении эффекторные клетки:клетки-
мишени 10:1 почти 100% клеток-мишеней подвергались цитолизу (фиг. 9). 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Пример 8. Оценка цитотоксичности с помощью количественного исследования цитотоксичности в 

режиме реального времени. 
CD19-связывающие и ВСМА-связывающие TFP также проявляли превосходную цитотоксичность 

по сравнению с CD19-связывающими CAR в формате количественного исследования цитотоксичности в 
режиме реального времени (RTCA). Количественное исследование RTCA позволяет измерить электриче-
ское сопротивление прикрепленного монослоя клеток-мишеней в каждой лунке специализированного 96-
луночного планшета в режиме реального времени и позволяет получить окончательный показатель в ви-
де значения, которое называется клеточный индекс. Изменения клеточного индекса указывают на разру-
шение монослоя клеток-мишеней в результате гибели клеток-мишеней при совместной инкубации с эф-
фекторными Т-клетками. Следовательно, цитотоксичность эффекторных Т-клеток может быть оценена 
как изменение клеточного индекса лунок, содержащих клетки-мишени и эффекторные Т-клетки, по 
сравнению с лунками, содержащими только клетки-мишени. 

Клетки-мишени для RTCA представляли собой клетки линии HeLa, экспрессирующие CD19 (CD19-
HeLa) или ВСМА (BCMA-HeLa), при этом исходные нетрансдуцированные клетки линии HeLa исполь-
зовали в качестве отрицательного контроля. ДНК, кодирующую полноразмерный CD19 человека или 
ВСМА человека, синтезировали в GeneArt (ThermoFisher) и встраивали в сайт множественного клониро-
вания лентивирусного вектора с двумя промоторами, pCDH514B (System Bioscience), несущего неоми-
цин в качестве селективного маркера, под контролем промотора EF1a. Лентивирус, несущий вектор, ко-
дирующий CD19, или вектор, кодирующий ВСМА, затем упаковывали. Клетки линии HeLa трансдуци-
ровали с использованием лентивирусов, несущих CD19 или ВСМА, в течение 24 ч и затем отбирали в 
присутствии G418 (1 мг/мл). Экспрессию CD19 или ВСМА трансдуцированными клетками CD19-HeLa 
или BCMA-HeLa подтверждали методом проточной цитометрии с использованием антител к CD19 чело-
века или к ВСМА человека (BioLegend, клон 19А2; Miltenyi, клон REA315). 

Прикрепленные клетки-мишени культивировали в среде DMEM с добавлением 10% ФБС, 1% смеси 
антибиотиков и противогрибковых агентов (Life Technologies). Чтобы получить RTCA 50 мкл среды 
RPMI добавляли в соответствующие лунки Е-планшета (ACEA Biosciences, Inc., каталожный номер JL-
10-156010-1А). Затем планшет помещали в прибор RTCA МР (ACEA Biosciences, Inc.), и соответствую-
щий макет планшета и график количественного исследования вводили в программу RTCA 2.0, как опи-
сано в руководстве производителя. Измерение в начальных условиях проводили каждые 15 мин, чтобы 
получить 100 измерений. Затем к каждой исследуемой лунке добавляли 1×104 клеток-мишеней в объеме 
100 мкл, и клетки оставляли в покое для осаждения в течение 15 мин. Планшет возвращали в считываю-
щее устройство и возобновляли регистрацию показаний. 

На следующий день эффекторные Т-клетки промывали и повторно суспендировали в среде для ис-
следования цитотоксичности (не содержащая фенолового красного среда RPMI1640 (Invitrogen) с добав-
лением 5% сыворотки АВ (Gemini Bioproducts; 100-318)). Планшет затем извлекали из прибора, и эффек-
торные Т-клетки, суспендированные в среде для оценки цитотоксичности (не содержащая фенолового 
красного среда RPMI1640 (Invitrogen) с добавлением 5% сыворотки АВ), добавляли в каждую лунку в 
количестве 100000 клеток или 50000 клеток, чтобы достичь соотношения эффекторные клетки:клетки-
мишени 10:1 или 5:1 соответственно. Планшет затем помещали обратно в прибор. Измерение проводили 
каждые 2 мин для получения 100 измерений и затем через каждые 15 мин для получения 1000 измере-
ний. В количественном исследовании RTCA гибель CD19-трансдуцированных клеток линии HeLa на-
блюдали при использовании Т-клеток, трансдуцированных анти-CD19-28ζ CAR, о чем свидетельствова-
ло уменьшение клеточного индекса в зависимости от времени после добавления эффекторных клеток, по 
сравнению с клетками линии HeLa по отдельности или клетками линии HeLa, которые инкубировали 
совместно с Т-клетками, трансдуцированными контрольной конструкцией CAR (фиг. 11). Однако гибель 
клеток-мишеней под действием Т-клеток, экспрессирующих анти-CD19-CD3ε TFP или анти-ВСМА-
CD3γ TFP, была более выраженной и быстрой, чем та, которую наблюдали при использовании CD19-
связывающего CAR. Например, в течение 4 ч после добавления Т-клеток, трансдуцированных анти-
CD19-CD3ε TFP, наблюдали почти полную гибель CD19-экспрессирующих клеток-мишеней. При ис-
пользовании Т-клеток, трансдуцированных рядом конструкций TFP, содержащих другие CD3 и TCR, 
наблюдали незначительную гибель клеток-мишеней или гибель клеток отсутствовала. Аналогичные ре-
зультаты были получены при действии CD19-связывающих TFP, сконструированных с использованием 
другой шарнирной области. Цитотоксичность в отношении CD19-трансдуцированных клеток-мишеней 
линии HeLa также была выше для Т-клеток, трансдуцированных анти-CD19-CD3ε TFP или анти-CD19-
CD3γ TFP, чем при использовании Т-клеток, трансдуцированных CD19-связывающим CAR. Т-клетки, 
трансдуцированные ВСМА-связывающими TFP, также проявляли устойчивую цитотоксичность в отно-
шении ВСМА-экспрессирующих клеток RPMI8226. Как показано на фиг. 9 Т-клетки, трансдуцированные 
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анти-BCMA-CD3ε TFP или анти-BCMA-CD3γ TFP, эффективно индуцировали цитотоксичность в отно-
шении ВСМА-экспрессирующих клеток-мишеней RPMI8226. При соотношении эффекторные клет-
ки:клетки-мишени 10:1 почти 100% клеток-мишеней подвергались цитолизу (фиг. 12). 

Цитотоксическая активность TFP-трансдуцированных Т-клеток зависела от дозы по отношению к 
количеству вируса (MOI), использованному для трансдукции. Увеличение степени гибели клеток CD19-
HeLa наблюдали при увеличении MOI лентивирусов, несущих анти-CD19-CD3ε TFP, дополнительно 
усиливая взаимосвязь между трансдукцией TFP и цитотоксической активностью (фиг. 13). 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Пример 9. Исследование секреции ИЛ-2 и ИФН-γ методом ИФА. 
Другой мерой активации и пролиферации эффекторных Т-клеток, связанной с распознаванием кле-

ток, несущих родственный антиген, является выработка эффекторных цитокинов, таких как интерлей-
кин-2 (ИЛ-2) и интерферон-гамма (ИФН-γ). Количественные исследования методом ИФА для определе-
ния ИЛ-2 человека (каталожный номер EH2IL2, Thermo Scientific) и ИФН-γ (каталожный номер 
KHC4012, Invitrogen) осуществляли, как описано в листках-вкладышах. В общих чертах, по 50 мкл раз-
веденных стандартов или образцов в двух повторах добавляли в каждую лунку 96-луночного планшета и 
затем вносили по 50 мкл биотинилированного антитела. Образцы смешивали, осторожно постукивая 
планшет несколько раз. По 50 мкл стандартного раствора для разведения затем добавляли во все лунки, 
которые не содержали стандартов или образцов, и планшет тщательно запечатывали клейкой крышкой 
планшета перед инкубацией в течение 3 ч при комнатной температуре (20-25°С). Крышку планшета за-
тем удаляли, содержимое планшетов также удаляли, и каждую лунку заполняли промывочным буфером. 
Процедуру промывки повторяли в общей сложности 3 раза, и планшет переносили на бумажные поло-
тенца или другой абсорбирующий материал. По 100 мкл приготовленного раствора стрептавидин-ПХ 
добавляли в каждую лунку, и закрывали новой крышкой планшета перед инкубацией в течение 30 мин 
при комнатной температуре. Крышку планшета затем удаляли, содержимое планшетов также удаляли, и 
в каждую лунку добавляли по 100 мкл раствора субстрата ТМВ. Реакционную смесь оставляли на 30 мин 
для проявления окрашивания при комнатной температуре в темноте, после чего в каждую лунку добав-
ляли по 100 мкл раствора для остановки реакции. Проводили измерение оптической плотности в план-
шете. Оптическую плотность измеряли в течение 30 мин после остановки реакции на планшет-ридере 
для ИФА при длине волны 450 нм и 550 нм. Значения, полученные при регистрации при 550 нм, вычита-
ли из значений, полученных при регистрации при 450 нм, и количество ИЛ-2 в неизвестных образцах 
рассчитывали по отношению к значениям, полученным из стандартной кривой ИЛ-2. 

В другом варианте количественные исследования в формате 2-Plex проводили с использованием 
набора Human Cytokine Magnetic Buffer Reagent (Invitrogen, LHB0001M), набора Human IL-2 Magnetic 
Bead (Invitrogen, LHC0021M) и набора Human IFN-γ Magnetic Bead (Invitrogen, LHC4031M). В общих 
чертах, по 25 мкл гранул, конъюгированных с антителом к ИЛ-2 человека, и гранул, конъюгированных с 
антителом к ИФН-γ, добавляли в каждую лунку 96-луночного планшета и промывали, используя сле-
дующие рекомендации: две промывки с использованием 200 мкл 1× промывочного раствора, приведение 
планшета в контакт с магнитным сепаратором для 96-луночного планшета (Invitrogen, A14179), инкуба-
ция гранул в течение 1 мин для осаждения и декантирование жидкости. Затем 50 мкл инкубационного 
буфера добавляли в каждую лунку планшета, содержащую 100 мкл разведенных стандартов в двух по-
вторах, или 50 мкл образцов (супернатантов из количественных исследований цитотоксичности) и  
50 мкл раствора для разведения для количественного исследования в трех повторах в общем объеме  
150 мкл. Образцы смешивали в темноте при 600 об/мин с использованием орбитального шейкера с орби-
тальным радиусом 3 мм в течение 2 ч при комнатной температуре. Планшет промывали в соответствии с 
вышеупомянутыми принципами промывки, и в каждую лунку добавляли 100 мкл биотинилированного 
детектирующего антитела к ИЛ-2 и антитела к ИФН-γ. Образцы смешивали в темноте при 600 об/мин с 
использованием орбитального шейкера с орбитальным радиусом 3 мм в течение 1 ч при комнатной тем-
пературе. Планшет промывали в соответствии с вышеупомянутыми принципами промывки, и в каждую 
лунку добавляли по 100 мкл стрептавидина-R-фикоэритрина. Образцы смешивали в темноте при  
600 об/мин с использованием орбитального шейкера с орбитальным радиусом 3 мм в течение 30 мин при 
комнатной температуре. Планшет промывали 3 раза в соответствии с вышеупомянутыми принципами 
промывки, и после декантирования жидкости образцы повторно суспендировали в 150 мкл 1× промы-
вочного раствора. Образцы смешивали в темноте при 600 об/мин с использованием орбитального шейке-
ра с орбитальным радиусом 3 мм в течение 3 мин и хранили в течение ночи при 4°С. После этого план-
шет промывали в соответствии с вышеупомянутыми принципами промывки, и образцы повторно сус-
пендировали в 150 мкл 1× промывочного раствора. 

Планшет считывали с использованием системы MAGPIX (Luminex) и программного обеспечения 
xPONENT. Анализ полученных данных проводили с использованием аналитического программного 
обеспечения MILLIPLEX, которое обеспечивает стандартную кривую и концентрации цитокинов. 

На фиг. 15 показано, что, по сравнению с нетрансдуцированными клетками, или Т-клетками, транс-
дуцированными контрольным CAR, Т-клетки, трансдуцированные CD19-связывающим TFP, вырабаты-
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вают более высокие уровни ИЛ-2 и ИФН-γ при совместном культивировании с клетками Raji, которые 
эндогенно экспрессируют CD19, или с CD19-трансдуцированными клетками линии HeLa. Напортив, со-
вместное культивирование с CD19-отрицательными клетками К562 или нетрансдуцированными клетка-
ми HeLa приводит к незначительному высвобождению цитокинов из TFP-трансдуцированных Т-клеток 
или вообще не сопровождается выработкой цитокинов. В соответствии с предыдущими данными по ци-
тотоксичности CD19-связывающие TFP, сконструированные с использованием другой шарнирной облас-
ти, обеспечивают аналогичные результаты при совместном культивировании с клетками-мишенями, не-
сущими CD19 (фиг. 16). 

В соответствии с предыдущими данными по цитотоксичности анти-CD19-CD3ε и анти-CD19-CD3γ 
обеспечивают самые высокие уровни ИЛ-2 и ИФН-γ из всех конструкций TFP (фиг. 15 и 16). Однако вы-
работка цитокинов Т-клетками, трансдуцированными анти-CD19-CD3ε TFP и анти-CD19-CD3γ TFP, бы-
ла сопоставима с таковой для Т-клеток, экспрессирующих анти-CD19 28ζ CAR, несмотря на TFP, демон-
стрирующие намного более высокие уровни лизиса клеток-мишеней (фиг. 8 и 11). Возможность того, что 
TFP могут более эффективно лизировать клетки-мишени, чем CAR, но при этом высвобождают сопоста-
вимые или более низкие уровни провоспалительных цитокинов, представляет собой потенциальное пре-
имущество TFP по сравнению с CAR, поскольку повышенные уровни указанных цитокинов были связа-
ны с ограничивающей дозу токсичностью для различных способов адоптивной терапии с применением 
CAR-T. 

Т-клетки, трансдуцированные анти-ВСМА-CD3ε TFP или анти-ВСМА-CD3γ TFP, также вырабаты-
вали ИЛ-2 и ИФН-γ при совместном культивировании с клетками BCMA-HeLa, но не контрольными 
клетками линии HeLa, которые не экспрессируют ВСМА(фиг. 17). 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Пример 10. Исследование поверхностного экспонирования CD107а методом проточной цитомет-

рии. 
Дополнительный количественный способ исследования активации Т-клеток заключается в оценке 

поверхностного экспонирования CD107а, связанного с лизосомами мембранного белка (LAMP-1), кото-
рый расположен в мембране цитоплазматических цитолитических гранул покоящихся клеток. Деграну-
ляция эффекторных Т-клеток, которая является необходимым условием для цитолитической активности, 
приводит к мобилизации CD107а к поверхности клетки после индуцированного активацией экзоцитоза 
гранул. Следовательно, поверхностное экспонирование CD107а обеспечивает дополнительную меру ак-
тивации Т-клеток, помимо выработки цитокинов, которая сильно коррелирует с цитотоксичностью. 

Клетки-мишени и эффекторные клетки промывали по отдельности и повторно суспендировали в 
среде для оценки цитотоксичности (RPMI + 5% сыворотки АВ человека + 1% смеси антибиотиков и про-
тивогрибковых агентов). Количественное исследование проводили путем комбинирования 2×105 эффек-
торных клеток с 2×105 клеток-мишеней в 100 мкл конечного объема в 96-луночных планшетах с U-
образным дном (Corning) в присутствии 0,5 мкл/лунку РЕ/Су7-меченого антитела к CD107а человека 
(LAMP-1) (клон Н4А3, BD Biosciences). Культуры затем инкубировали в течение 1 ч при 37°С, 5% СО2. 
Немедленно после инкубации 10 мкл ингибитора секреции монензина, разбавленного в соотношении 
1:10 (1000× раствор, BD GolgiStop), осторожно добавляли в каждую лунку, не затрагивая клетки. Затем 
планшеты инкубировали в течение еще 2,5 ч при 37°С, 5% CO2. После указанной инкубации клетки ок-
рашивали АРС-конъюгированным антителом к CD3 человека (клон UCHT1, BD Biosciences), 
PerCP/Су5.5-конъюгированным антителом к CD8 человека (клон SKI, BD Biosciences) и меченым Pacific 
Blue антителом к CD4 человека (клон RPA-T4, BD Biosciences), и затем инкубировали в течение 30 мин 
при 37°С, 5% CO2. Клетки затем промывали 2 раза буфером для проточной цитометрии и ресуспендиро-
вали в 100 мкл буфера для проточной цитометрии и в 100 мкл буфера IC fix перед проведением исследо-
вания. Экспонирование CD107а на поверхности Т-клеток определяли методом проточной цитометрии. 
Проточную цитометрию проводили на приборе LSRFortessa Х20 (BD Biosciences), и анализ данных 
проточной цитометрии выполняли с использованием программного обеспечения FlowJo (Treestar, Inc., 
Эшланд, Орегон, США). Процент эффекторных клеток CD8+ в пропущенной популяции CD3, которые 
были CD107+ve, определяли для каждой культуры эффекторные клетки/клетки-мишени. В соответствии 
с предыдущими данными по цитотоксичности и высвобождению цитокинов совместное культивирова-
ние CD19-экспрессирующих клеток-мишеней, таких как клетки Raji или Nalm-6, с эффекторными Т-
клетками, трансдуцированными анти-CD19 28ζ CAR, индуцировало увеличение поверхностного экспо-
нирования CD107а в 3-5 раз, по сравнению с действием эффекторных клеток, инкубированных с CD19-
ve клетками-мишенями (фиг. 18). Для сравнения, в тех же условиях анти-CD19-CD3ε LL или анти-CD19-
CD3γ LL TFP-экспрессирующие эффекторные клетки индуцировали поверхностное экспонирование 
CD107а в 5-7 раз сильнее. CD19-связывающие TFP, сконструированные с использованием другой шар-
нирной области, оказывали аналогичное действие после совместного культивирования с клетками-
мишенями, несущими CD19. 

По сравнению с нетрансдуцированными Т-клетками, клетки, трансдуцированные анти-ВСМА-CD3ε 
или анти-ВСМА-CD3γ TFP, также увеличивали поверхностное экспонирование CD107а при совместном 
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культивировании с клетками BCMA+ve RPMI8226 (фиг. 19). Полученные результаты указывают на то, 
что TFP-трансдуцированные эффекторные Т-клетки активируются и подвергаются дегрануляции при 
воздействии клеток-мишеней, экспрессирующих когнатный антиген. Аналогичные эксперименты можно 
осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 

Пример 11. Исследования эффективности у мышей в условиях in vivo. 
Чтобы оценить способность эффекторных Т-клеток, трансдуцированных CD19-связывающими TFP, 

вызывать противоопухолевые ответы в условиях in vivo, эффекторные Т-клетки, трансдуцированные 
анти-CD19-28ζ CAR, анти-CD19-CD3ε LL TFP или анти-CD19-CD3γ LL TFP, адаптивно переносили 
мышам линии NOD/SCID/IL-2Rll-/- (NSG-JAX), которым ранее прививали клетки лейкоза человека 
CD19+ Raji или Nalm6. 

Самок мышей линии NOD/SCID/IL-2Rγ-/- (NSG-JAX), в возрасте не менее 6 недель до начала ис-
следования, получали из The Jackson Laboratory (артикул 005557) и акклиматизировали в течение 3 дней 
перед использованием в экспериментах. Клетки лейкоза человека Raji и NALM-6 для прививки поддер-
живали в логарифмической фазе в культуре до сбора и подсчета с использованием трипанового синего, 
чтобы определить число жизнеспособных клеток. В день прививки опухоли клетки центрифугировали 
при 300g в течение 5 мин и повторно суспендировали в предварительно нагретом стерильном ФСБ до 
достижения концентрации 1×106 клеток/100 мкл (NALM-6) или 5×105 клеток/100 мкл (Raji). Готовили Т-
клетки для адоптивного переноса, которые не были трансдуцированы или были трансдуцированы конст-
рукциями анти-CD19-28ζ CAR, анти-CD19-CD3ε LL TFP или анти-CD3γ LL TFP. В 0-й день исследова-
ния 10 животных в каждой экспериментальной группе иммунизировали путем внутривенного введения 
5×105 клеток линии Raji или 1×106 клеток линии NALM-6. Через 3 дня 5×106 указанных популяций эф-
фекторных Т-клеток внутривенно вводили каждому животному в 100 мкл стерильного ФСБ. Результаты 
подробных клинических наблюдений за животными регистрировали ежедневно до проведения эвтана-
зии. Измерения массы тела проводили у всех животных еженедельно до смерти или эвтаназии. Всех жи-
вотных умерщвляли через 35 дней после адоптивного переноса исследуемых и контрольных продуктов. 
Любых животных с признаками агонии в ходе исследования умерщвляли по усмотрению руководителя 
исследования после консультации с ветеринаром. 

По сравнению с нетрансдуцированными Т-клетками адоптивный перенос Т-клеток, трансдуциро-
ванных анти-CD19-28ζ CAR, анти-CD19-CD3ε LL TFP или анти-CD19-CD3γ LL TFP, увеличивал выжи-
ваемость мышей, несущих опухоль Raji (фиг. 20А) и Nalm6 (фиг. 20В), это свидетельствует о том, что Т-
клетки, трансдуцированные CD19-связывающим CAR и TFP, были способны вызывать гибель клеток-
мишеней с соответствующим увеличением выживаемости в указанных мышиных моделях. В совокупно-
сти полученные данные указывают на то, что TFP представляют собой альтернативную платформу для 
модификации химерных рецепторов, которые проявляют превосходную антигенспецифичную цитолити-
ческую активность по сравнению с CAR первого поколения в условиях in vitro и в условиях in vivo. 

Аналогичные эксперименты можно осуществлять с конструкциями FAP.TFP и CAIX.TFP. 
Несмотря на то что предпочтительные варианты реализации настоящего изобретения были пред-

ставлены и описаны в настоящем документе, специалисты в данной области техники поймут, что указан-
ные варианты реализации приведены исключительно в качестве примера. Многочисленные варианты, 
изменения и замены будут очевидны специалистам в данной области техники без отступления от сущно-
сти настоящего изобретения. Следует понимать, что различные альтернативы вариантов реализации на-
стоящего изобретения, описанные в настоящем документе, могут быть использованы при реализации 
настоящего изобретения. Предполагается, что нижеследующая формула изобретения определяет объем 
настоящего изобретения и что способы и конструкции в пределах объема указанной формулы изобрете-
ния и их эквиваленты тем самым включены в объем настоящего изобретения. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтическая композиция для лечения рака, содержащая: 
(I) Т-клетку из субъекта-человека, причем Т-клетка содержит молекулу рекомбинантной нуклеино-

вой кислоты, кодирующую гибридный белок (TFP) Т-клеточного рецептора (TCR), причем TFP содер-
жит: 

(a) субъединицу TCR, содержащую: 
(i) по меньшей мере часть внеклеточного домена TCR из внеклеточного домена CD3-эпсилон, CD3-

гамма, CD3-дельта, TCR-альфа или TCR-бета и 
(ii) внутриклеточный домен TCR, содержащий стимулирующий домен из внутриклеточного сиг-

нального домена CD3-эпсилон, CD3-гамма, CD3-дельта, TCR-альфа или TCR-бета; и 
(b) человеческий или гуманизированный домен антитела, содержащий антигенсвязывающий домен; 
причем внеклеточный домен TCR субъединицы TCR и человеческий или гуманизированный домен 

антитела функционально связаны, и 
при этом указанный TFP встраивается в TCR при экспрессии в Т-клетке; и 
(II) фармацевтически приемлемый носитель. 
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2. Фармацевтическая композиция по п.1, в которой антигенсвязывающий домен представляет собой 
антигенсвязывающий домен против CD19 или антигенсвязывающий домен против В-клеточного антиге-
на созревания (ВСМА). 

3. Фармацевтическая композиция по п.1 или 2, в которой указанный человеческий или гуманизиро-
ванный антигенсвязывающий домен и внеклеточный домен TCR субъединицы TCR функционально свя-
заны посредством линкерной последовательности, необязательно указанная линкерная последователь-
ность содержит (G4S)n, в котором n=1-4. 

4. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-3, в которой указанная субъединица TCR со-
держит (i) указанный внеклеточный домен TCR, (ii) указанный внутриклеточный домен TCR и дополни-
тельно содержит (iii) трансмембранный домен TCR из CD3-эпсилон, CD3-гамма, CD3-дельта, TCR-альфа 
или TCR-бета, причем по меньшей мере два из (i), (ii) и (iii) получены из одной и той же субъединицы 
TCR, необязательно (i), (ii) и (iii) получены из одной и той же субъединицы TCR. 

5. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-4, в которой указанный человеческий или гу-
манизированный домен антитела содержит scFv или однодоменное антитело, где однодоменное антитело 
необязательно представляет собой домен VH. 

6. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-5, в которой человеческий или гуманизиро-
ванный антигенсвязывающий домен содержит (i) гипервариабельный участок (CDR) 1 легкой цепи (LC), 
LC CDR2 и LC CDR3 аминокислотной последовательности CD19-антигенсвязывающего домена легкой 
цепи, которые на 70-100% идентичны последовательностям SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 27 и SEQ ID 
NO: 29 соответственно, и/или (ii) гипервариабельный участок (CDR) 1 тяжелой цепи (НС), НС CDR2 и 
НС CDR3 аминокислотной последовательности CD19-связывающего домена тяжелой цепи, которые на 
70-100% идентичны последовательностям SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 33 и SEQ ID NO: 35 соответст-
венно. 

7. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-6, в которой молекула рекомбинантной нук-
леиновой кислоты дополнительно содержит последовательность, кодирующую костимулирующий до-
мен, необязательно костимулирующий домен представляет собой функциональный сигнальный домен, 
полученный из белка, выбранного из группы, состоящей из ОХ40, CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, 
LFA-1 (CD11a/CD18), ICOS (CD278) и 4-1ВВ (CD137), и их аминокислотных последовательностей, 
имеющих по меньшей мере одну, но не более 20 модификаций. 

8. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-7, в которой указанная Т-клетка представляет 
собой первичную Т-клетку. 

9. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-8, в которой указанная Т-клетка представляет 
собой CD8+ или CD4+ Т-клетку. 

10. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-9, в которой Т-клетка дополнительно содер-
жит нуклеиновую кислоту, кодирующую по меньшей мере часть ингибирующей молекулы, где по мень-
шей мере часть ингибирующей молекулы связана со вторым полипептидом, который содержит положи-
тельный сигнал из внутриклеточного сигнального домена, необязательно ингибирующая молекула со-
держит первый полипептид, который содержит по меньшей мере часть PD1, и второй полипептид, со-
держащий костимулирующий домен и первичный сигнальный домен. 

11. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-10, в которой Т-клетка образует конъюгат с 
клеткой человека, экспрессирующей антиген, который специфически взаимодействует с антигенсвязы-
вающим доменом, выработка IL-2 Т-клеткой увеличивается в присутствии клетки человека, экспресси-
рующей антиген, который специфически взаимодействует с антигенсвязывающим доменом, или Т-
клетка проявляет увеличенную цитотоксичность в отношении клетки человека, экспрессирующей анти-
ген, который специфически взаимодействует с антигенсвязывающим доменом. 

12. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-11, в которой внутриклеточный домен TCR 
содержит стимулирующий домен из внутриклеточного сигнального домена CD3-эпсилон, CD3-гамма 
или CD3-дельта. 

13. Способ лечения млекопитающего, страдающего раком, включающий введение указанному мле-
копитающему эффективного количества фармацевтической композиции по любому из пп.1-12. 

14. Способ по п.13, характеризующийся тем, что рак представляет собой гематологический рак. 
15. Способ по п.14, характеризующийся тем, что гематологический рак выбран из группы, состоя-

щей из острой В-клеточной лимфоидной лейкемии (B-ALL), острой Т-клеточной лимфоидной лейкемии 
(T-ALL), острой лимфобластной лейкемии (ALL); хронической миелогенной лейкемии (CML), хрониче-
ской лимфоцитарной лейкемии (CLL); В-клеточной пролимфоцитарной лейкемии, новообразования бла-
стных плазмацитоидных дендритных клеток, лимфомы Беркитта, диффузной крупноклеточной В-
клеточной лимфомы, фолликулярной лимфомы, лейкоза ворсистых клеток, мелкоклеточной фоллику-
лярной лимфомы, крупноклеточной фолликулярной лимфомы, злокачественных лимфопролиферативных 
состояний, лимфомы MALT-типа, лимфомы из клеток мантийной зоны, лимфомы из клеток маргиналь-
ной зоны, множественной миеломы, миелодисплазии, миелодиспластического синдрома, неходжкинской 
лимфомы, плазмобластической лимфомы, новообразования плазмацитоидных дендритных клеток, мак-
роглобулинемии Вальденстрема, предлейкоза и их комбинаций. 
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