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Связанные заявки 

Согласно настоящей заявке испрашивается приоритет в соответствии с предварительной заявкой 

США № 62/431336, поданной 7 декабря 2016 г., и предварительной заявкой США № 62/486944, подан-

ной 18 апреля 2017 г., полные раскрытия которых включены в данный документ посредством ссылки. 

Государственная поддержка 

Настоящее изобретение было сделано при государственной поддержке Национальных институтов 

здоровья в соответствии с AR048566. Государство обладает определенными правами на настоящее изо-

бретение. 

Предшествующий уровень техники настоящего изобретения 

Остеоартрит (ОА) представляет собой дегенеративное тяжело протекающее патологическое состоя-

ние опорных суставов. Патология ОА отмечается постепенной трудноизлечимой эрозией суставного 

хряща, развитием остеофитов на границе суставов, склеротическим разрастанием субхондральной кост-

ной ткани, синовитом, а во многих случаях синовитом и суставным выпотом. ОА является неизлечимым, 

сложным для регулирования и часто прогрессирует до дисфункциональной недостаточности суставов. У 

лошадей остеоартрит представляет собой проблему не только для индивидуумов более старшего возрас-

та, но также и для молодых лошадей. 

Краткое раскрытие настоящего изобретения 

Имеет место убедительное доказательство того, что интерлейкин-1 (IL-1) выступает в качестве 

внутрисуставного посредника потери, боли и воспаления суставной ткани при патологических состояни-

ях крупных опорных суставов, таких как остеоартрит (ОА). Его природный ингибитор, антагонист ре-

цептора IL-1 (IL-1Ra), является перспективным в качестве эффективного лечения, однако клиническое 

применение замедляется вследствие сложности достижения и поддержания эффективных концентраций 

IL-1Ra с помощью стандартных способов доставки лекарственных средств. 

Настоящее раскрытие относится по меньшей мере отчасти к разработке кодон-модифицированных 

генов, кодирующих IL-1Ra лошади (eqIL-1Ra) и IL-1Ra человека (hIL-1Ra), а также обнаружению того, 

что внутрисуставная доставка кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-1Ra, приводит к зна-

чительному повышению уровней устойчивого состояния eqIL-1Ra в синовиальной жидкости, например, 

более чем в 100 раз по сравнению с фоновым значением в течение периода по меньшей мере 6 месяцев у 

субъектов-лошадей и приводит к снижению хромоты, суставного выпота и синовита в лошадиной моде-

ли ОА. Кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, обеспечивает более высокие уровни экс-

прессии eqIL-1Ra по сравнению с нативным или эндогенным геном, при этом какое-либо изменение в 

аминокислотной последовательности белка eqIL-1Ra отсутствует. Аналогичным образом, экспрессия IL-

1Ra с использованием кодон-модифицированной кДНК IL-1Ra человека превышала таковую из нативной 

последовательности IL-1Ra человека примерно в 2-4 раза. Настоящее раскрытие также относится к обна-

ружению того, что, значительно отличаясь от здоровых суставов, трансгенная экспрессия после обработ-

ки является гораздо более высокой в пораженной синовиальной оболочке, особенно в участках с воспа-

лением и синовитом, по сравнению со здоровой или непораженной тканью. Данный феномен приводит к 

тому, что у животных с наиболее тяжелой общей патологией образуются наиболее высокие уровни IL-

1Ra. 

В результате доставки кДНК IL-1Ra в клетки, являющиеся резидентными в тканях суставов (на-

пример, у человека, лошади или другого животного), и обеспечения высоких уровней независимой экс-

прессии биосинтетический аппарат модифицированных клеток направлен на сверхпродуцирование и 

непрерывное секретирование трансгенного белка IL-1Ra в синовиальную жидкость и окружающую 

ткань. Таким образом, пораженный сустав становится эндогенным очагом длительного повышенного 

продуцирования IL-1Ra, устраняя необходимость в повторном применении белка, при этом обеспечива-

ется наиболее высокая концентрация терапевтического препарата конкретно в очаге заболевания. 

Соответственно, в соответствии с некоторыми аспектами в настоящем раскрытии предусмотрена 

рекомбинантная нуклеиновая кислота, содержащая кодон-модифицированный ген, кодирующий IL-1Ra. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления IL-1Ra является лошадиным. В соответствии с 

некоторыми вариантами осуществления IL-1Ra является человеческим. В соответствии с некоторыми 

вариантами осуществления последовательность кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra 

лошади, представляет собой SEQ ID NO: 2. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления 

последовательность кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra человека, представляет собой 

SEQ ID NO: 10. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления рекомбинантная нуклеиновая кислота, 

содержащая кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra или IL-1Ra человека, дополнительно 

содержит последовательность Козак, расположенную непосредственно выше сайта инициации трансля-

ции кодон-модифицированного гена. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления последо-

вательность Козак и ген, кодирующий eq-IL-1Ra, представляют собой последовательность SEQ ID NO: 3. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления последовательность Козак и ген, кодирующий 

IL-1Ra человека, представляют собой последовательность SEQ ID NO: 11. В соответствии с некоторыми 

вариантами осуществления последовательности Козак дополнительно повышают уровень экспрессии IL-
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1Ra человека (hIL-1Ra) или eqIL-1Ra в суставах (например, в суставах человека или суставах лошадей 

соответственно). 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления рекомбинантная нуклеиновая кислота, 

содержащая кодон-модифицированный ген eqIL-1Ra или hIL-1Ra, дополнительно содержит промотор 

выше кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-1Ra или hIL-1Ra. В соответствии с некоторы-

ми вариантами осуществления промотор представляет собой немедленно-ранний промотор/энхансер ци-

томегаловируса (CMV). В соответствии с некоторыми вариантами осуществления немедленно-ранний 

промотор/энхансер CMV имеет последовательность SEQ ID NO: 4. 

С целью доставки кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra, и обеспечения непрерыв-

ной экспрессии белка eqIL-1Ra в суставе в течение длительного периода рассматривали применение аде-

ноассоциированного вируса. Соответственно, в соответствии с некоторыми аспектами в данном доку-

менте предусмотрена частица рекомбинантного аденоассоциированного вируса (rAAV), содержащая лю-

бую из нуклеиновых кислот, раскрываемых в данном документе. В соответствии с некоторыми вариан-

тами осуществления частица rAAV является самокомплементарной (т.е., частицей scAAV). 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления частица rAAV принадлежит к серотипу 

2.5. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления частица rAAV принадлежит к серотипу 2. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления частица rAAV, содержащая кодон-

модифицированный eqIL-1Ra, представляет собой AAV2.5. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления частица rAAV, содержащая кодон-модифицированный hIL-1Ra, представляет собой 

AAV2. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления частица rAAV, содержащая кодон-

модифицированный eqIL-1Ra, представляет собой AAV2. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления частица rAAV, содержащая кодон-модифицированный hIL-1Ra, представляет собой 

AAV2.5. 

В соответствии с некоторыми аспектами в данном документе предусмотрен способ лечения дегене-

ративного патологического состояния крупных опорных суставов. Указанный способ предусматривает 

введение субъекту, нуждающемуся в этом, любой из частиц rAAV, раскрываемых в данном документе. В 

соответствии с некоторыми вариантами осуществления способ лечения дегенеративного патологическо-

го состояния крупных опорных суставов предусматривает введение субъекту, нуждающемуся в этом, 

терапевтически эффективного количества любой из частиц rAAV, раскрываемых в данном документе. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления дегенеративное патологическое состоя-

ние крупных опорных суставов представляет собой остеоартрит. В соответствии с некоторыми вариан-

тами осуществления субъект представляет собой лошадь. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления субъект представляет собой человека. В соответствии с некоторыми вариантами осуще-

ствления любую из частиц rAAV, раскрываемых в данном документе, вводят субъекту с помощью внут-

рисуставной инъекции. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления субъекту-лошади вво-

дят любую из частиц rAAV, раскрываемых в данном документе, которая содержит кодон-

модифицированный IL-1Ra лошади. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления субъекту-

человеку вводят любую из частиц rAAV, раскрываемых в данном документе, которая содержит кодон-

модифицированный IL-1Ra человека. 

Краткое описание чертежей 

Следующие чертежи образуют часть настоящего описания и включены, чтобы дополнительно про-

демонстрировать определенные аспекты настоящего раскрытия, которое можно лучше понять посредст-

вом отсылки на один или несколько из этих чертежей в сочетании с подробным описанием конкретных 

вариантов осуществления, представленных в данном документе. Следует понимать, что данные, иллюст-

рируемые в чертежах, никоим образом не ограничивают объем настоящего раскрытия. 

На фиг. 1 изображена последовательность кодон-модифицированной кДНК IL-1Ra лошади. Ука-

занная последовательность нативной кДНК IL-1Ra лошади изображена вверху (SEQ ID NO: 1), а моди-

фицированная последовательность внизу (SEQ ID NO: 2). Основания пронумерованы, начиная с ATG 

сайта инициации трансляции до кодона терминации трансляции. Нуклеотидные замены, используемые 

для модификации, обозначены с помощью символов двоеточия. Последовательность внизу обозначает 

консенсусную последовательность Козак (17), вставленную непосредственно выше сайта инициации 

трансляции. Модифицированная последовательность, содержащая консенсусную последовательность 

Козак, представляет собой SEQ ID NO: 3. 

На фиг. 2A-2D изображена экспрессия трансгена eqIL-1Ra in vitro и in vivo. На фиг. 2A изображен 

уровень eqIL-1Ra в кондиционированных средах через 48 ч после трансфекции синовиальных фибробла-

стов лошади плазмидой Hpa-trs-sk на основе вектора scAAV, содержащей кодирующие последовательно-

сти GFP, нативного eqIL-1Ra, кодон-модифицированного eqIL-1Ra (Opt) и кодон-модифицированного 

eqIL-1Ra с лидерной последовательностью Козак (K+Opt). n = 3 трансфекции. На фиг. 2B изображен 

уровень eqIL-1Ra в кондиционированных средах после инфицирования синовиальных фибробластов ло-

шади возрастающими дозами scAAV.eqIL-1Ra, упакованного в серотип 2.5. Вирусные геномы (vg) на 

клетку в случае scAAV.eqIL-1Ra показаны справа. Параллельное инфицирование 10
5
 vg/клетка 

scAAV.GFP использовали в качестве отрицательного контроля, n = 3 инфицирований. На фиг. 2C изо-
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бражены анатомические расположения межзапястных (IC) и пястно-фаланговых (MCP) суставов перед-

них конечностей лошади (стрелки-указатели) (справа). Рентгеновское изображение запястья лошади, на 

котором показаны межзапястный сустав (стрелка), лучевая запястная кость (RC) и предплечевой запяст-

ный сустав (*). На фиг. 2D изображен уровень eqIL-1Ra в е Growth Factor Rev 13, 323-340 (2002), солевой 

раствор, либо scAAV.eqIL-1Ra в дозах vg, показанных справа от соответствующих графиков (n = 6 суста-

вов). Планки погрешностей обозначают ±SEM. 

На фиг. 3A-3O изображены расположения и фенотипы клеток, трансдуцированных scAAV.GFP по-

сле внутрисуставной инъекции в здоровые суставы и суставы, пораженные ОА. Межзапястные (IC) сус-

тавы 3 здоровых лошадей и 3 лошадей с поздней стадией естественно возникающего ОА, в которые инъ-

ецировали 5 × 10
12

 vg scAAV.GFP. Через две недели ткани суставов отбирали и анализировали в отноше-

нии флуоресценции. Расположенные друг против друга участвующие в формировании суставов поверх-

ности иллюстративных здоровых межзапястных суставов (фиг. 3A) и межзапастных суставов, поражен-

ных ОА (фиг. 3B). Стрелки на фиг. 3B обозначают эрозию хрящевой ткани во всей толще; разрастание 

остеофитов (*). На фиг. 3C-3D изображена экспрессия scAAV.GFP в ворсинчатой синовиальной оболоч-

ке здорового сустава. На фиг. 3E-3F изображена экспрессия GFP на синовиальной поверхности сустава, 

пораженного ОА. На фиг. 3C и 3E представлены свежеотобранные ткани при 10x; на фиг. 3D-3F пред-

ставлены поперечные срезы в парафине при 20x. На фиг. 3G-3H изображена экспрессия scAAV.GFP в 

свежеотобранной хрящевой ткани, соструганной из здорового сустава. На фиг. 31 изображена активность 

GFP в стружке здоровой хрящевой ткани через 48 нахождения в культуре эксплантата. На фиг. 3J-3K 

изображена активность GFP в свежеотобранной хрящевой ткани, соструганной из сустава, пораженного 

ОА. На фиг. 3L изображена активность GFP в хрящевой ткани, пораженной ОА, из участка с видимой 

эрозией. (фиг. 3G, 3I, 3J, 3L 10x; фиг 3H, 3K 20x). На фиг. 3M изображена экспрессия GFP в кластерах 

хрящевой ткани из сустава, пораженного ОА (парафиновый срез). На фиг. 3N изображена активность 

GFP в свежеотобранной ткани остеофитов (10x). На фиг. 30 изображена иллюстративная экспрессия GFP 

в свежеотобранной ткани синовиальной оболочки, взятой из предплечевого запястного сустава, распо-

ложенного непосредственно проксимально по отношению к межзапястному суставу, в который вводили 

scAAV.GFP. Указанные изображения представляют собой комбинацию от 6 животных в обеих группах. 

Широкий диапазон времени воздействия использовали для фиксации варьирующих интентивностей 

флуоресценции при различных увеличениях в образцах сжежеотобранной ткани различной толщины и 

состава. Контраст и яркость отдельных панелей регулировали линейным образом с целью однородности 

внешнего вида и для отражения интенсивностей флуоресценции, наблюдаемых с помощью прямого мик-

роскопического исследования. 

На фиг. 4A-4H изображена экспрессия GFP в тканях лошадей, пораженных ОА, после внутрисус-

тавной доставки генов с помощью scAAV. Дополнительные области, представляющие интерес, на осно-

вании результатов, описываемых на фиг. 2. Межзапястные суставы 3 лошадей с поздней стадией естест-

венно возникающего ОА, в которые инъецировали 5×10
12

 vg scAAV.GFP, а через две недели ткани суста-

вов отбирали и анализировали в отношении флуоресценции. Показана экспрессия GFP в тканях с патоло-

гическими изменениями, характерными для сформированного ОА. На фиг. 4A и 4B показана экспрессия 

GFP в воспаленной ткани синовиальной оболочки с помощью прямого флуоресцентного микроскопиче-

ского исследования свежеотобранных тканей. Фиг. 4A представлена при 5x, а фиг. 4B представлена при 

20x. На фиг. 4C и 4D изображена активность GFP в хрящевой ткани, пораженной ОА, из участков с ви-

димой эрозией. Оба представлены при увеличении 5x. На фиг. 4E-4G изображена активность GFP в кла-

стерах хондроцитов. На фиг. 4E изображена прямая флуоресценция в свежеотобранных стружках (40x). 

На фиг. 4F и 4G представлены парафиновые срезы (20x и 40x соответственно). На фиг. 4G изображены 

хондроциты в нескольких кластерах, меняющие морфологию в сочетании с разрушением окружающего 

матрикса. На фиг. 4H показана экспрессия GFP в свежеотобранной ткани остеофитов (20x). 

На фиг. 5A-5G изображена внутрисуставная доставка и экспрессия гена scAAV.eqIL-1Ra в лошади-

ной модели ОА с OCF. На фиг. 5A изображено схематическое представление исследования эффективно-

сти остеохондрального фрагмента (OCF). В общей сложности 20 лошадей разделяли поровну на две 

группы. После хирургического получения остеохондрального повреждения в лучевой запястной кости 

животные в группе Обработанные получали инъекцию 5×10
12

 vg scAAV.eqIL-1Ra в область суставной 

щели; животные группы Контроль получали равный объем солевого раствора. Синовиальные жидкости 

из обоих межзапястных суставов, периферическую кровь и мочу собирали каждую вторую неделю (*). 

На фиг. 5B изображены средние уровни eqIL-1Ra в синовиальной жидкости суставов с OCF из групп Об-

работанные и Контроль. Пунктирная линия обозначает среднюю экспрессию AAV.eqIL-1Ra в здоровых 

суставах, полученную в результате введения той же самой дозы вируса (см. фиг. 5C) (n = 10). На фиг. 5C 

изображен график, обозначающий уровень eqIL-1Ra в синовиальной жидкости в суставе с OCF каждого 

индивидуума в группе Обработанные. Каждая линия обозначает другое животное. На фиг. 5D изображен 

средний уровень eqIL-1Ra в моче как для группы Обработанные, так и для группы Контроль (n = 10). На 

фиг. 5E изображен средний уровень eqIL-1Ra в сыворотке крови, полученной из периферической крови 

для 9 из 10 животных как в группе Обработанные, так и в группе Контроль (n = 10). На фиг. 5F изобра-
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жен уровень eqIL-1Ra в сыворотке крови от оставшихся лошадей как в группе Обработанные, так и в 

группе Контроль, который составлял в >25x больше, чем в случае других 18 животных в исследовании 

до обработки. На фиг. 5G изображены титры нейтрализующих антител к AAV2.5 в сыворотке перифери-

ческой крови синовиальных жидкостях суставов с OCF, в которые инъецировали scAAV.eqIL-1Ra (n = 

10). Планки погрешностей обозначают ±SEM. 

На фиг. 6A-6B изображены изменения хромоты и уровней PGE2 в синовиальной жидкости суставов 

после обработки scAAV.eqIL-1Ra. На фиг. 6A изображено относительное изменение средних визуальных 

индексов хромоты в группах Обработанные и Контроль во время физических упражнение (слева). Отно-

сительное изменение хромоты передних конечностей (сумма векторов) на основании системы анализа 

инерционного датчика движения Lameness Locator (справа). В обоих случаях средним индексам хромо-

ты на неделе 1 присваивали значение 1. На фиг. 6B изображены средние уровни PGE2 в синовиальной 

жидкости суставов с OCF как группы Обработанные, так и группы Контроль. Планки погрешностей обо-

значают ±SEM; * P< 0,05. 

На фиг. 7A-7B изображена оценка MR изображений в случае изменений патологии тканей в суста-

вах с OCF, обработанных scAAV.eqIL-1Ra. Оба межзапястных сустава всех лошадей сканировали с по-

мощью MR визуализации до обработки (неделя 0) и в конце протокола эксперимента (неделя 12). Изо-

бражения оценивали в отношении выпота синовиальной жидкости, синовиальной пролиферации, тяже-

сти остеохондрального повреждения (размер OCF), отека костного мозга в лучевой запястной кости, 

склероза лучевой запястной кости и третьей кости запястья, а также отека и фиброза суставов по шкале 

от 0 до 10, где 0 = норма и 10 = тяжелая патология. На фиг. 7A изображены иллюстративные изображе-

ния на основе аксиальных и саггитальных изображений (PD и PD-FS соответственно) суставов с OCF от 

одной лошади в группе Обработанные и в группе Контроль. Стрелки белого цвета обозначают: CE - кап-

сулярный выпот; ME - отек костного мозга; OCF - остеохондральный фрагмент; SE - синовиальный вы-

пот. Стрелка черного цвета в сагиттальном изображении на неделе 12 в случае контрольного сустава 

обозначает гиперинтенсивный сигнал и неполную репарацию OCF. На фиг. 7B изображен ковариатный 

анализ основных суставных патологий, ассоциированных с моделью OCF в группах Обработанные и 

Контроль в конечной точке (неделя 12) с использованием индексов предварительной обработки (неделя 

0) в качестве исходного уровня (слева). Суммарные индексы MRI в случае суставов с OCF рассчитывали 

исходя из значений отдельных патологий MRI (справа, перекрестная штриховка). Суммарные индексы 

MRI на основе функционирующих суставов группы Имитация представляют собой уровни патологии 

исходного уровня в межзапястных суставах, расположенных друг против друга. Планки погрешностей 

обозначают ±SEM; * P < 0,05. 

На фиг. 8A-8D изображена оценка артроскопии и гистологических срезов суставов с OCF в отно-

шении изменений патологии тканей, ассоциированных с обработкой scAAV.eqIL-1Ra. Оба межзапястных 

сустава лошадей в группах Обработанные и Контроль исследовали артроскопически после образования 

остеохондрального повреждения (неделя -2) и в конечной точке (неделя 12). Изображения оценивали в 

баллах в отношении размера OCF и локального повреждения хрящевой ткани, синовита, повреждения 

хрящевой ткани в суставе (в целом) и воспаления связок. В конечной точке остеохондральный фрагмент 

и локальную ткань синовиальной оболочки удаляли, разрезали на срезы и окрашивали Н&E или толуи-

дином синим и классифицировали. На фиг. 8A изображен ковариатный анализ артроскопических оценок 

основных суставных патологий, ассоциированных с моделью OCF в группах Обработанные и Контроль 

на неделе 12 с использованием индексов на неделе -2 в качестве исходного уровня (слева). Суммарные 

индексы артроскопии в случае суставов с OCF рассчитывали исходя из значений отдельных патологий 

(справа, столбцы с перекрестной штриховкой). Суммарные индексы на основе функционирующих рас-

положенных на разных сторонах межзапястных суставов группы Имитация представляют собой патоло-

гию исходного уровня в неповрежденных суставах. На фиг. 8B изображены иллюстративные артроско-

пические изображения остеохондральных повреждений у лошадей групп Обработанные и Контроль во 

время образования (неделя -2) и в конечной точке (неделя 12). На фиг. 8C изображены средние гистоло-

гические индексы отдельных патологий тканей в отобранных тканях с OCF (слева). Суммарные гистоло-

гические индексы, рассчитанные на основе отдельных индексов тканей (справа). На фиг. 8D изображены 

иллюстративные микроскопические изображения репарации костной ткани в группах Обработанные и 

Контроль. Планки погрешностей обозначают ±SEM; * P < 0,05. 

На фиг. 9A-9B изображены ассоциации между экспрессией eqIL-1Ra и патологией суставов. На 

фиг. 9A изображены графики суммарного индекса MRI у лошадей группы Обработанные непосредст-

венно до инъекции scAAV.eqIL-1Ra в зависимости от уровней qIL-1Ra в синовиальной жидкости в слу-

чае OCF на неделе 2 (слева) и средние уровни eqIL-1Ra на неделях 2-12 (справа). В случае обоих графи-

ков стрелка обозначает данные, полученные от одной лошади с необычайно высокой экспрессией eqIL-

1Ra на неделе 2 по отношению к другим 9 животным (см. фиг. 5C). Сплошные линии показывают графи-

ки с линями наибольшего соответствия для точек данных всех 10 животных. Пунктирные линии показы-

вают графики с линиями наибольшего соответствия, рассчитанные без выпадающих точек данных. Пока-

заны коэффициенты корреляции Пирсона (r) для индекса MRI и уровня eqIL-1Ra как с выпадающей точ-
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кой данных (все), так и без нее (9/10). На фиг. 9B представлен график всех индексов MRI непосредствен-

но до инъекции в зависимости от суммарного индекса MRI в конечной точке для суставов с OCF для ка-

ждой из лошадей в группах Обработанные (серый цвет) и Контроль (черный цвет). Сплошные линии по-

казывают графики с линями наибольшего соответствия для каждой группы. Также показаны соответст-

вующие уравнения прямых и коэффициенты корреляции Пирсона. * P < 0,05. 

На фиг. 10 изображена секреция IL-1Ra человека в клетках HEK293, трансфицированных вектор-

ными плазмидами scAAV, содержащими нативную или кодон-модифицированную кДНК IL-1Ra челове-

ка. 

На фиг. 11 изображена секреция IL-1Ra человека в клетках остеосаркомы человека, трансфициро-

ванных векторными плазмидами scAAV, содержащими нативную или модифицированную кДНК IL-1Ra 

человека. Планки погрешностей обозначают SEM. 

На фиг. 12 изображена секреция IL-1Ra человека в первичных синовиальных фибробластах челове-

ка, инфицированных капсидами AAV2, содержащими нативную и кодон-модифицированную кДНК IL-

1Ra человека, n = 3 инфицирования; планки погрешностей обозначают +SEM. 

На фиг. 13 изображено выравнивание последовательностей нативной кДНК IL-1Ra человека (верх-

няя последовательность; SEQ ID NO: 9) и кодон-модифицированной последовательности IL-1Ra GeneArt 

(нижняя последовательность; SEQ ID NO: 10) с консенсусной последовательностью Козак (подчеркну-

то), расположенной непосредственно выше сайта инициации трансляции ATG в положении 1. Различия 

между указанными двумя последовательностями обозначены с помощью символов двоеточия. Как ука-

зано под выравниваниями последовательностей, в модификации были изменены 105 из 534 нуклеотидов 

в нативной последовательности кДНК IL-1Ra. Модифицированная последовательность, содержащая кон-

сенсусную последовательность Козак, представляет собой SEQ ID NO: 11. 

Подробное раскрытие настоящего изобретения 

IL-1Ra представляет собой перспективное терапевтическое средство для лечения заболеваний, свя-

занных с дегенеративным патологическим состоянием крупных опорных суставов, таких как остеоартрит 

(ОА), поскольку он является природным антагонистом IL-1, который связан с внутрисуставной потерей 

хрящевой ткани, болью и воспалением. В то же время доставка IL-1Ra к очагу заболевания, т.е., суста-

вам, является проблематичной. Поддержание терапевтически эффективного уровня IL-1Ra в пораженном 

суставе в течение длительного периода времени является даже более проблематичным. Следует отме-

тить, что у лошадей эндогенный IL-1Ra экспрессируется при низких уровнях. Фактически экзогенная 

экспрессия IL-1Ra с помощью нуклеотидной последовательности дикого типа, которая кодирует белок 

eqIL-1Ra, также не способствует достижению высоких уровней IL-Ra в суставах. 

В качестве решения данной проблемы авторы настоящего раскрытия разработали кодон-

модифицированную последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует eqIL-1Ra, который ха-

рактеризуется той же самой аминокислотной последовательностью, что и белок eqIL-1Ra дикого типа, 

однако приводит к более высоким уровням эндогенной экспрессии IL-1Ra. Дополнительная модифика-

ция была выполнена с целью включения последовательности Козак непосредственно выше сайта ини-

циации трансляции. Включение этой последовательности Козак приводит к дополнительному повыше-

нию уровня экспрессии белка eqIL-1Ra. Доставка разработанного кодон-модифицированного гена, коди-

рующего IL-1Ra, в суставы, была достигнута в результате применения частиц AAV в качестве носителей. 

Неожиданным образом было обнаружено, что имеет место высокая корреляция между уровнем патоло-

гии в суставе во время инъекции и последующим продуцированием IL-1Ra. Неожиданным образом было 

обнаружено, что пораженная ткань экспрессирует более высокие уровни eqIL-1Ra в результате раскры-

ваемого способа лечения, чем ткань, которая не является пораженной. 

Авторы настоящего изобретения также разработали кодон-модифицированный IL-1Ra человека 

(hIL-1Ra) с лидерными последовательностями Козак и без таковых, который приводит к секреции IL-1Ra 

при уровнях, которые примерно в 2-4 раза выше, чем таковая в результате использования нативной 

кДНК hIL-1Ra. 

Нуклеиновая кислота, содержащая кодон-модифицированный ген, кодирующий IL-1Ra лошади 

В данном документе предусмотрена рекомбинантная нуклеиновая кислота, содержащая кодон-

модифицированный ген, кодирующий IL-1Ra лошади (eqIL-1Ra). В соответствии с некоторыми вариан-

тами осуществления ошибочное спаривание нуклеотидных последовательностей между кодон-

модифицированным геном, кодирующим eqIL-1Ra, и эндогенным (или дикого типа или нативным) ге-

ном, кодирующим eqIL-1Ra, составляет 10-30% (например, 15-25%, 17-23%, 19-21%, 10-15%, 15-20%, 20-

25% или 25-30%). Иными словами, 10-30% нуклеотидов, кодирующих eqIL-1Ra, являются кодон-

модифицированными. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления кодон-модифици-

рующий ген, кодирующий eqIL-1Ra, характеризуется 20,2% ошибочным спариванием по сравнению с 

геном дикого типа, кодирующим eqIL-1Ra. SEQ ID NO: 1 представляет собой нуклеотидную последова-

тельность гена дикого типа, кодирующего eqIL-1Ra. SEQ ID NO: 2 представляет собой кодон-

модифицированную последовательность, кодирующую eqIL-1Ra. 108 из 534 нуклеотидов SEQ ID NO: 2 

являются ошибочно спаренными по сравнению с SEQ ID NO: 1, что соответствует ошибочному спарива-

нию 20,2% (фиг. 1). 
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Нуклеотидная последовательность эндогенного гена, кодирующего eqIL-1Ra: 

 

 
Пример нуклеотидной последовательности кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-

1Ra: 

 
В соответствии с некоторыми вариантами осуществления трансдукция клетки кодон-модифи-

цированным геном, кодирующим eqIL-1Ra, приводит к образованию уровней белка eqIL-1Ra, которые в 

5-200 раз выше (например, в 5-200, 10-150, 15-120, 20-100, 30-80, 35-60, 40-50 раз выше) по сравнению с 

ситуацией, когда аналогичную клетку трансдуцируют эндогенным (или нативным или дикого типа) ге-

ном, кодирующим eqIL-1Ra. Ген дикого типа, кодирующий eqIL-1Ra, представляет собой ген, который 

является нативным или эндогенным или встречающимся у лошадей. 

Последовательность Козак 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления кодон-модифицированному гену, коди-

рующему eqIL-1Ra, предшествует последовательность Козак. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления последовательность Козак непосредственно предшествует сайту инициации трансляции 

кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-1Ra. В соответствии с некоторыми вариантами осу-

ществления последовательность Козак представляет собой 1-50 нуклеотидов выше сайта инициации 

трансляции кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-1Ra. В соответствии с некоторыми вари-

антами осуществления последовательность Козак представляет собой GCCACC. SEQ ID NO: 3 представ-

ляет собой пример кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-1Ra, которому непосредственно 

предшествует последовательность Козак. 

Пример нуклеотидной последовательности кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-1Ra 

(последовательность Козак подчеркнута): 

 
В соответствии с некоторыми вариантами осуществления трансдукция клетки кодон-модифи-

цированным геном, кодирующим eqIL-1Ra, с последовательностью Козак приводит к образованию уров-

ней белка eqIL-1Ra, которые в 5-200 раз выше (например, в 5-200, 10-150, 15-120, 20-100, 30-80, 35-60, 

40-50 раз выше) по сравнению с ситуацией, когда аналогичную клетку трансдуцируют эндогенным ге-

ном, кодирующим eqIL-1Ra. Аналогичная клетка представляет собой клетку, которая характеризуется 

тем же самым генетическим профилем и культивируется и обрабатывается таким же самым образом, за 

исключением того, что одна переменная, влияющая на клетку, отличается, например, последователь-
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ность к ДНК IL-1Ra, которая используется для ее трансфекции. 

Нуклеиновая кислота, содержащая кодон-модифицированный ген, кодирующий IL-1Ra человека 

В данном документе также предусмотрены рекомбинантные нуклеиновые кислоты, содержащие 

кодон-модифицированный ген, кодирующий IL-1Ra человека. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления ошибочное спаривание нуклеотидных последовательностей между кодон-модифици-

рованным геном, кодирующим IL-1Ra человека, и эндогенным (или дикого типа или нативным) геном, 

кодирующим IL-1Ra человека, составляет 10-30% (например, 15-25%, 17-23%, 19-21%, 10-15%, 15-20% 

20-25% или 25-30%). Иными словами, 10-30% нуклеотидов, кодирующих IL-1Ra человека, являются ко-

дон-модифицированными. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления кодон-модифи-

цирующий ген, кодирующий IL-1Ra человека, характеризуется 19,6% ошибочным спариванием по срав-

нению с геном дикого типа, кодирующим IL-1Ra человека. SEQ ID NO: 9 представляет собой нуклеотид-

ную последовательность гена дикого типа, кодирующего IL-1Ra человека. SEQ ID NO:10 представляет 

собой пример кодон-модифицированной последовательности, кодирующей IL-1Ra человека. 105 из 534 

нуклеотидов SEQ ID NO: 10 являются ошибочно спаренными по сравнению с SEQ ID NO: 9, что соот-

ветствует ошибочному спариванию 19,6% (см. фиг. 13). 

Пример нуклеотидной последовательности эндогенного гена, кодирующего IL-1Ra человека: 

 
Пример нуклеотидной последовательности кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra 

человека: 

 
В соответствии с некоторыми вариантами осуществления кодон-модифицированному гену, коди-

рующему IL-1Ra человека, предшествует последовательность Козак. В соответствии с некоторыми вари-

антами осуществления последовательность Козак непосредственно предшествует сайту инициации 

трансляции кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra человека. В соответствии с некоторы-

ми вариантами осуществления последовательность Козак представляет собой 1-50 нуклеотидов выше 

сайта инициации трансляции кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra человека. В соответ-

ствии с некоторыми вариантами осуществления последовательность Козак представляет собой GCCACC. 

SEQ ID NO: 11 представляет собой пример кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra чело-

века, которому непосредственно предшествует последовательность Козак. 

Пример нуклеотидной последовательности кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra 

человека (последовательность Козак подчеркнута): 

 
В соответствии с некоторыми вариантами осуществления трансдукция клетки кодон-

модифицированным геном, кодирующим IL-1Ra человека, с последовательностью Козак приводит к об-
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разованию уровней белка IL-1Ra человека, которые в 1,1-50 раз выше (например, в 1,1-3, 1,4-10, 1,5-30, 

2-30, 2-50, 2-4, 2,5-5, 3-8, 5-20 или 30-50 раз выше) по сравнению с ситуацией, когда аналогичную клетку 

трансдуцируют эндогенным геном, кодирующим eqIL-1Ra. 

Промотор 

Промотор, как правило, представляет собой участок нуклеиновой кислоты, который инициирует 

транскрипцию нуклеиновой кислоты, кодирующей продукт. 

С целью достижения уровней экзогенной экспрессии eqIL-1Ra или hIL-1Ra может быть использо-

ван любой из ряда промоторов. Указанный промотор может представлять собой, к примеру, конститу-

тивный промотор, тканеспецифичный промотор, индуцируемый промотор или синтетический промотор. 

Рекомбинантная нуклеиновая кислота, описываемая в данном документе, может содержать один 

или несколько конститутивных промоторов, таких как вирусные промоторы или промоторы из генов 

млекопитающих, которые, как правило, являются активными в стимуляции транскрипции. Неограничи-

вающие примеры конститутивных вирусных промоторов включают в себя немедленно-ранний промо-

тор/энхансер вируса простого герпеса (HSV), тимидинкиназы (TK), вируса саркомы Рауса (RSV), вируса 

обезьян 40 (SV40), вируса опухоли молочной железы мышей (MMTV), Ad El A и цитомегаловируса 

(CMV). Неограничивающие примеры других конститутивных промоторов млекопитающих включают в 

себя промоторы генов домашнего хозяйства, примерами которых являются промотор β-актина (напри-

мер, промотор β-актина кур) и промотор фактора элонгации 1α (EF-1α). 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления промотор в любой из рекомбинантных 

аминокислот, раскрываемых в данном документе, представляет собой промотор, контролируемый забо-

леванием. Промотор, контролируемый заболеванием, представляет собой промотор, который способст-

вует экспрессии Il-1Ra, кодируемого кодон-модифицированным геном, с которым промотор связан в 

пораженных клетках или ткани при уровнях, которые являются более высокими, чем таковые в непора-

женных клетках или ткани. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления промотор, контро-

лируемый заболеванием, в любой из рекомбинантных аминокислот, раскрываемых в данном документе, 

представляет собой немедленно-ранний промотор/энхансер цитомегаловируса (CMV). В соответствии с 

некоторыми вариантами осуществления включение немедленно-раннего промотора/энхансера CMV при-

водит к 1,5-200 раз более высоким (например, в 1,5-150, 2-120, 5-100, 10-80 или 20-50 раз более высоким) 

уровням экспрессии eqIL-1Ra или hIL-1Ra в пораженной ткани по сравнению с непораженной тканью. В 

соответствии с некоторыми вариантами осуществления пораженная и непораженная ткань находятся в 

одном и том же суставе субъекта. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления пораженная 

и непораженная ткань находятся в одном и том же организме субъекта, но в разных суставах. В соответ-

ствии с некоторыми вариантами осуществления пораженная и непораженная ткань находятся в организ-

мах разных субъектов. Последовательность немедленно-раннего промотора/энхансера CMV известна в 

данной области техники и описана Schmidt et al. (Molecular and Cellular Biol., 1990, 10:4406). 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления последовательность немедленно-раннего 

промотора/энхансера CMV представляет собой SEQ ID NO: 4. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления последовательность немедленно-раннего промотора/энхансера CMV представляет собой 

участок SEQ ID NO: 4, таким образом, что указанный участок обеспечивает 20-50% (например, 20, 30, 

40, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 99 или 100%) активности SEQ ID NO: 4. 

Пример нуклеотидной последовательности немедленно-раннего промотора/энхансера CMV: 

 
Промотор может быть расположен выше (например, на от 0 п.о. до -100 п.о., на -30 п.о., на -75 п.о. 

или на -90 п.о.) сайта инициации транскрипции нуклеиновой кислоты, кодирующей продукт, или сайт 

инициации трансляции может быть расположен в промоторе. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления промотор расположен непосредственно выше последовательности Козак, или на 90 п.о. 

выше последовательности Козак. Промотор может иметь длину 100-1000 пар оснований нуклеотидов 
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или 50-2000 пар оснований нуклеотидов. 

rAAV для доставки eqIL-1Ra или IL-1Ra человека 

В качестве носителя для доставки трансгена, кодирующего eqIL-1Ra или IL-1Ra человека, исполь-

зуют рекомбинантные аденоассоциированные (rAAV) частицы. AAV оказался одним из наиболее благо-

приятных носителей для генной терапии в клинических областях применения. Его преимущества связа-

ны с его повышенной безопасностью, низким иммуногенным профилем трансдуцированных клеток, а 

также его способностью обеспечивать длительную эффективную экспрессию трансгенов в тканях суста-

вов. Недавние успехи в технологии AAV, в том числе разработке самокомплементарных (двунитевых) 

векторов и усовершенствованных способов получения высокого титра вирусов, дополнительно повысили 

его перспективу для востребованных видов клинического применения. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления серотип частицы rAAV, используемой 

для доставки любой из нуклеиновых кислот, раскрываемых в данном документе, в сустав лошади или 

человека, представляет собой серотип 2. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления серо-

тип частицы rAAV, используемой для доставки любой из нуклеиновых кислот, раскрываемых в данном 

документе, в сустав лошади или человека, представляет собой серотип 2.5 и он является самокомплемен-

тарным (scAAV2.5). scAAV2.5 представляет собой вектор AAV второго поколения, который отвечает за 

образование как последовательности нового капсида (химерного), так и уникальной структуры вектора 

(дуплексной). Гибридный серотип 2.5 AAV характеризуется тем же самым тропизмом к ткани, что и се-

ротип 2, однако характеризуется сниженной реактивностью в отношении нейтрализующего антитела к 

AAV2. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления серотип частицы rAAV, используемой 

для доставки любой из нуклеиновых кислот, раскрываемых в данном документе, в сустав лошади или 

человека, представляет собой серотип 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 или гибридный серотип или 

серотип модифицированного или сконструированного капсида AAV. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления частица rAAV является самокомплемен-

тарной в том отношении, что она содержит участок нуклеиновой кислоты, который является комплемен-

тарным другому участку нуклеиновой кислоты, при этом происходит инициация образования двуните-

вой структуры нуклеиновой кислоты, содержащейся в частице. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления высокоэффективный аденовирусный век-

тор используется в качестве носителя для доставки любого из трансгенов, кодирующих eqIL-1Ra или IL-

1Ra человека, раскрываемых в данном документе. 

Необходимо понимать, что другие средства доставки генов, например, лентивирус, могут быть ис-

пользованы в качестве носителя для доставки любого из трансгенов, кодирующих eqIL-1Ra или IL-1Ra 

человека, раскрываемых в данном документе. Различные способы доставки генов известны в данной об-

ласти техники, см., например, Nayerossadat et al. (Adv Biomed Res. 2012; 1: 27), которые включены в дан-

ный документ посредством ссылки в полном объеме, и могут быть использованы в качестве носителя для 

доставки любого из трансгенов, кодирующих eqIL-1Ra или IL-1Ra человека, раскрываемых в данном 

документе. 

Способы упаковки частиц rAAV 

Неограничивающие способы получения частиц rAAV, которые содержат нуклеиновую кислоту, со-

держащую кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra или IL-1Ra человека, описаны в дан-

ном документе. Другие способы также известны в данной области техники и коммерчески доступны (см., 

например, Zolotukhin et al. Production and purification of serotype 1, 2, and 5 recombinant adeno-associated 

viral vectors. Methods 28 (2002) 158-167; и публикации заявок на патент США №№US20070015238 и 

US20120322861, которые включены в данный документ посредством ссылки; Li et al., J. Virol, 2012, 

v.86(15), а также плазмиды и наборы от ATCC и Cell Biolabs, Inc.). К примеру, плазмиду, содержащую 

кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra или IL-1Ra человека, можно сочетать с одной или 

несколькими плазмидами-помощниками, например, которые содержат ген rep (например, кодирующий 

Rep78, Rep68, Rep52 и Rep40) и ген cap (кодирующий VP1, VP2 и VP3, в том числе модифицированный 

участок VP2, описываемый в данном документе), и трансфицировать в рекомбинантные клетки таким 

образом, что частица rAAV может быть упакована и затем очищена. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления упаковка осуществляется в клетку-

помощника или клетку-продуцента, такую как клетка млекопитающего или клетка насекомого. Неогра-

ничивающие примеры клеток млекопитающих включают в себя без ограничения клетки HEK293, клетки 

COS, клетки HeLa, клетки BHK или клетки CHO (см., например, ATCC CRL-1573, ATCC CRL-

1651, ATCC CRL-1650, ATCC CCL-2, ATCC CCL-10 или ATCC CCL-61). Иллюстратив-

ные клетки насекомых включают в себя без ограничения клетки Sf9 (см., например, ATCC CRL-

1711). Клетка-помощник может содержать гены rep и/или cap, которые кодируют белок Rep и/или Cap 

для применения в способе, описываемом в данном документе. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления упаковку осуществляют in vitro. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления плазмида, содержащая ген, кодирующий 

IL-1Ra, сочетается с одной или несколькими плазмидами-помощниками, например, которые содержат 



038300 

- 10 - 

ген rep первого серотипа и ген cap того же самого или другого серотипа, и трансфицируется в клетки-

помощники таким образом, что частица rAAV упаковывается. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления одна или несколько плазмид-помощников 

включают в себя первую плазмиду-помощника, содержащую ген rep и ген cap, и вторую плазмиду-

помощника, содержащую один или несколько из следующих генов-помощников: ген E1a, ген E1b, ген 

E4, ген E2a и ген VA. Для ясности гены-помощники представляют собой гены, которые кодируют белки-

помощники E1a, E1b, E4, E2a и VA. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления ген rep 

представляет собой ген rep, происходящий из AAV3, AAV5 или AAV6, а ген cap происходит из AAV2, 

AAV3, AAV5 или AAV6 и может включать в себя модификации гена с целью получения модифициро-

ванного капсидного белка, описываемого в данном документе. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления ген cap модифицируют таким образом, что один или несколько из белков VP1, VP2 и VP3 

не экспрессируются. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления ген cap модифицируют 

таким образом, что VP2 не экспрессируется. Способы получения таких модификаций известны в данной 

области техники (Lux et al. (2005), J Virology, 79: 11776-87). 

Плазмиды-помощники и способы получения таких плазмид известны в данной области техники и 

коммерчески доступны (см., например, плазмиды pDF6, pRep, pDM, pDG, pDP1rs, pDP2rs, pDP3rs, 

pDP4rs, pDP5rs, pDP6rs, pDG(R484E/R585E) и pDP8.ape от PlasmidFactory, Билефельд, Германия; другие 

продукты и услуги от Vector Biolabs, Филадельфия, Пенсильвания; Cellbiolabs, Сан-Диего, Калифорния; 

Agilent Technologies, Санта-Клара, Калифорния; и Addgene, Кембридж, Массачусетс; pxx6; Grimm et al. 

(1998), Novel Tools for Production and Purification of Recombinant Adenoassociated Virus Vectors, Human 

Gene Therapy, Vol. 9, 2745-2760; Kern, A. et al. (2003), Identification of a Heparin-Binding Motif on Adeno-

Associated Virus Type 2 Capsids, Journal of Virology, Vol. 77, 11072-11081.; Grimm et al. (2003), Helper Vi-

rus-Free, Optically Controllable, and Two-Plasmid-Based Production of Adeno-associated Virus Vectors of Se-

rotypes 1 to 6, Molecular Therapy, Vol. 7, 839-850; Kronenberg et al. (2005), A Conformational Change in the 

Adeno-Associated Virus Type 2 Capsid Leads to the Exposure of Hidden VP1 N Termini, Journal of Virology, 

Vol. 79, 5296-5303; и Moullier, P. and Snyder, R.O. (2008), International efforts for recombinant adeno-

associated viral vector reference standards, Molecular Therapy, Vol. 16, 1185-1188). Плазмиды, которые ко-

дируют кодирующие участки AAV дикого типа специфических серотипов, также известны и доступны. 

К примеру, pSub201 представляет собой плазмиду, которая содержит кодирующие участки генома AAV2 

дикого типа (Samulski et al. (1987), J Virology, 6:3096-3101). 

Иллюстративный неограничивающий способ получения частиц rAAV описан далее. Созданы или 

получены одна или несколько плазмид-помощников, которые содержат ORF rep и cap для AAV необхо-

димого серотипа, а также VA гены аденовируса E2A (DBP) и E4 под контролем транскрипции их натив-

ных промоторов. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления одна или несколько плазмид-

помощников содержат гены rep первого серотипа (например, AAV3, AAV5 и AAV6), гены cap (которые 

могут принадлежать или могут не принадлежать к первому серотипу) и необязательно один или несколь-

ко VA генов аденовируса E2A (DBP) и E4 под контролем транскрипции их нативных промоторов. В со-

ответствии с некоторыми вариантами осуществления одна или несколько плазмид-помощников содержат 

ORF cap (и необязательно ORF rep) для AAV необходимого серотипа, а также VA гены аденовируса E2A 

(DBP) и E4 под контролем транскрипции их нативных промоторов. ORF cap может также содержать од-

ну или несколько модификаций с целью получения модифицированного капсидного белка, описываемо-

го в данном документе. Клетки HEK293 (доступные от ATCC) трансфицируют с помощью CaPO4-

опосредованной трансфекции, липидов или полимерных молекул, таких как полиэтиленимин (PEI), 

плазмидой-помощником(плазмидами-помощниками) и плазмидой, содержащей вектор нуклеиновой ки-

слоты, описываемый в данном документе. Клетки HEK293 затем инкубируют в течение по меньшей мере 

60 ч с получением частиц rAAV. В качестве альтернативы клетки HEK293 трансфицируют с помощью 

способов, описываемых выше, AAV-ITR, содержащим любую из рекомбинантных нуклеиновых кислот, 

описываемых в данном документе, плазмидой-помощником, содержащей гены, кодирующие белки Rep и 

Cap, и коинфицируют вирусом-помощником. Вирусы-помощники представляют собой вирусы, которые 

способствуют репликации AAV. Примерами вируса-помощника являются аденовирус и вирус герпеса. 

В качестве альтернативы в другом примере стабильные линии клеток-продуцентов на основе Sf9 

инфицируют одним рекомбинантным бакуловирусом, содержащим любую из рекомбинантных нуклеи-

новых кислот, предусмотренных в данном документе. В качестве дополнительной альтернативы в дру-

гом примере клеточные линии HEK293 или ВНК инфицируют HSV, содержащим вектор нуклеиновой 

кислоты и необязательно один или несколько HSV-помощников, содержащих ORF rep и cap, описывае-

мые в данной документе, и VA гены аденовируса E2A (DBP) и E4 под контролем транскрипции их на-

тивных промоторов. Клетки HEK293, ВНК или Sf9 затем инкубируют в течение по меньшей мере 60 ча-

сов с получением частиц rAAV. Частицы rAAV затем очищают с помощью любого способа, известного в 

данной области техники или описываемого в данном документе, например, с помощью ступенчатого 

градиента йодиксанола, градиента CsCl, хроматографии или осаждения полиэтиленгликолем (PEG). 

Фармацевтические композиции 

В данном документе предусмотрена фармацевтическая композиция, содержащая одну из частиц 
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rAAV, раскрываемых в данном документе. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления 

фармацевтическая композиция содержит фармацевтически приемлемый носитель, который облегчает 

доставку частиц rAAV, содержащих нуклеиновую кислоту, кодирующую eqIL-1Ra или IL-1Ra человека, 

в сустав субъекта. Термин "носитель" относится к разбавителю, адъюванту, вспомогательному средству 

или основе, с которой вводят rAAV. 

Фармацевтические носители могут представлять собой стерильные жидкости, такие как вода или 

масла, в том числе таковые на основе нефтяного масла, такого как минеральное масло, растительного 

масла, такого как арахисовое масло, соевое масло и кунжутное масло, животного жира или масла синте-

тического происхождения. Солевые растворы (например, стерилизованный не содержащий пирогенов 

солевой раствор) и водные растворы декстрозы и глицерина могут быть использованы в качестве жидких 

носителей. Носители и вспомогательные вещества степени чистоты USP являются особенно пригодными 

для доставки частиц rAAV субъектам-млекопитающим. Такие композиции могут дополнительно необя-

зательно содержать липосому, липид, липидный комплекс, микросферу, микрочастицу, наносферу или 

наночастицу, или могут быть иным образом составлены для введения в клетки, ткани, органы или орга-

низм субъекта, нуждающегося в этом. Способы получения таких композиций хорошо известны и могут 

быть найдены, к примеру, в Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 22nd edition, Pharmaceutical 

Press, 2012. 

Фармацевтические формы композиций на основе частицы rAAV, подходящие для инъекционного 

применения, включают в себя стерильные водные растворы или дисперсии. В соответствии с некоторы-

ми вариантами осуществления форма является стерильной и жидкой до той степени, до которой сущест-

вует легкая проходимость через иглу. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления форма 

является стабильной в условиях производства и хранения и защищена от загрязняющего действия мик-

роорганизмов, таких как бактерии и грибы. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления 

форма является стерильной. Носитель также может представлять собой растворитель или дисперсион-

ную среду, содержащие, к примеру, воду, этанол, полиол (например, глицерин, пропиленгликоль и жид-

кий полиэтиленгликоль и т.п.), их подходящие смеси и/или растительные масла. Подходящая текучесть 

может поддерживаться, к примеру, за счет использования покрытия, такого как лецитин, в результате 

поддержания требуемого размера частиц в случае дисперсии и с использованием поверхностно-активных 

веществ. 

В случае введения водных растворов для инъекций раствор может быть подходящим образом забу-

ферен, при необходимости, а жидкий разбавитель вначале делают изотоническим с помощью достаточ-

ного количества солевого раствора или глюкозы. К примеру, одна доза может быть растворена в 1 мл 

изотонического раствора NaCl и добавлена к 1000 мл жидкости для гиподермоклизиса или введена в 

предполагаемый участок в результате инфузии (см., к примеру, "Remington's Pharmaceutical Sciences" 

15th Edition, pages 1035-1038 and 1570-1580). Некоторая вариация дозы будет определенным образом 

осуществляться в зависимости от состояния субъекта, подлежащего лечению. Лицо, ответственное за 

введение, будет в любом случае определять подходящую дозу для индивидуального субъекта. Кроме 

того, в случае введения млекопитающим, препараты должны соответствовать стандартам стерильности, 

пирогенности и общей безопасности и чистоты, общепринятым в ветеринарных областях наук. 

В типичном случае такие композиции могут содержать по меньшей мере приблизительно 0,1% те-

рапевтического средства (например, частицы rAAV) или больше, хотя процент активного(активных) ин-

гредиента(ингредиентов), безусловно, может варьироваться и может для удобства находиться от прибли-

зительно 1 или 2% и до приблизительно 70% или 80% или более от массы или объема всего состава. Ес-

тественным образом, количество терапевтического(терапевтических) средства(средств) (например, час-

тицы rAAV) в каждой терапевтически пригодной композиции может быть подготовлено таким образом, 

чтобы подходящая доза была получена в любой определенной унифицированной дозе соединения. Фак-

торы, такие как растворимость, биодоступность, биологическое время полужизни, путь введения, срок 

хранения продукта, а также другие фармакологические аспекты будут учитываться специалистом в об-

ласти получения таких фармацевтических составов, и, таким образом, ряд дозировок и режимов лечения 

может быть предпочтительным. 

Способ лечения 

В данном документе предусмотрен способ лечения дегенеративного патологического состояния 

крупных опорных суставов, при этом указанный способ предусматривает введение внутрисуставно субъ-

екту любой из частиц rAAV, раскрываемых в данном документе. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления субъект представляет собой млекопи-

тающее (например, человека или лошадь). В соответствии с некоторыми вариантами осуществления 

субъект представляет собой лошадь. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления субъект 

представляет собой человека. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления дегенеративное патологическое состоя-

ние крупных опорных суставов вызвано острой травмой (например, повреждением или травмирующей 

нагрузкой) или хроническим эрозивным заболеванием. В соответствии с некоторыми вариантами осуще-

ствления дегенеративное патологическое состояние крупных опорных суставов представляет собой ос-
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теоартрит (ОА). ОА лошадей также известен как дегенеративное заболевание суставов (DJD). ОА у ло-

шадей может быть вызван травмой сустава в результате либо остро возникшей ситуации либо постоян-

ных ударных нагрузок. Обездвиживание или неправильное подковывание также может приводить к ОА у 

лошадей. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления любую из частиц rAAV или фармацевти-

ческих композиций вводят в сустав, нуждающийся в лечении, с помощью внутрисуставной инъекции. 

Суставы, наиболее часто поражаемые артритом и, таким образом, нуждающиеся в лечении у лошадей, 

включают в себя коленный сустав, путовый сустав, венечный сустав, пяточный сустав и путово-

венечный сустав (в этом случае он часто называется "кольцевая жабка"). В соответствии с некоторыми 

вариантами осуществления сустав, нуждающийся в лечении, представляет собой пястно-фаланговый 

(MCP) или межзапястный (IC) сустав. Соответственно, в соответствии с некоторыми вариантами осуще-

ствления рекомбинантный ген (например, в rAAV) доставляется непосредственно (например, инъециру-

ется) в один из этих суставов. В то же время, в соответствии с некоторыми вариантами осуществления 

композиция может быть доставлена системно. 

Необходимо понимать, что любая из частиц rAAV, описываемых в данном документе, может быть 

использована для лечения любого патологического состояния, при котором длительное продуцирование 

ингибитора IL-1 обеспечивало бы положительный эффект. В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления патологическое состояние, при котором длительное продуцирование ингибитора IL-1 

обеспечивало бы положительный эффект, представляет собой подагру, псевдоподагру или боль и воспа-

ление, ассоциированные с подагрой или псевдоподагрой. Другие неограничивающие примеры патологи-

ческих состояний, при которых длительное продуцирование ингибитора IL-1 обеспечивало бы положи-

тельный эффект, включают в себя ревматоидный артрит, ювенильный артрит, болезнь Стилла, полиарт-

рит, хронический младенческий неврологический кожно-артикулярный синдром, васкулит, системную 

красную волчанку, псориатическую артропатию, нарушение соединительной ткани, синдром иммунного 

восстановления, диффузный васкулит, синдром Шницлера, амилоидоз, гематофагоцитарный синдром, 

синдром Макла-Уэлса, остеопороз, полихондрит, глазную гипертензию, анкилозирующий спондилит, 

болезнь Эрдгейма-Честера, повреждение с размозжением тканей, синдром Sapho, множественные повре-

ждения, цитолитический гепатит, склеродермию, амитрофический латеральный склероз, рецептор фак-

тора некроза опухоли-ассоциированный периодический синдром, противовоспалительная терапия, ауто-

иммунное нарушение, слабовыраженное нарушение, нарушение костного мозга, псориаз, нарушение 

иммунной системы, болезнь Кастлемена, пирексию, недостаточность рецептора гамма-интерферона, 

криопирин-ассоциированные периодические синдромы, дерматомиозит, синдром Шегрена, температур-

ную крапивницу, ревматическую полимиалгию, повышенный уровень иммуноглобулина D в крови, рак 

молочной железы, воспаление и синдром Рейтера. В соответствии с некоторыми вариантами осуществ-

ления способ лечения патологического состояния, при котором длительное продуцирование ингибитора 

IL-1 (например, подагры или псевдоподагры) обеспечивало бы полезный эффект, предусматривает вве-

дение субъекту, нуждающемуся в этом, любой из частиц rAAV, раскрываемых в данном документе, 

внутрисуставно. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления способ лечения патологиче-

ского состояния предусматривает введение субъекту, нуждающемуся в этом любой из частиц rAAV, рас-

крываемых в данном документе, внесуставно. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления любая из частиц rAAV, описываемых в 

данном документе, используется для лечения персистирующего воспалительного патологического со-

стояния (например, воспалительного патологического состояния в соединительных тканях). В соответст-

вии с некоторыми вариантами осуществления персистирующее воспалительное патологическое состоя-

ние вызывает хромоту (например, тендонит или ламинит). В соответствии с некоторыми вариантами 

осуществления хроническое воспаление, которое подлежит лечению, возникает в печени, кишечной или 

легочной тканях. Необходимо понимать, что любое из патологических состояний, указанных выше, мо-

жет считаться дегенеративным патологическим состоянием крупных опорных суставов. 

"Лечить" заболевание, как указанный термин используется в данном документе, означает снижение 

частоты или тяжести по меньшей мере одного признака или симптома заболевания или нарушения, ис-

пытываемого субъектом. Композиции, описываемые в данном документе выше или в других разделах 

данного документа, в типичном случае вводят субъекту в терапевтически эффективном количеств, ины-

ми словами, в количестве, способном вызвать необходимый результат. Указанный необходимый резуль-

тат будет зависеть от активного средства, подлежащего введению. К примеру, терапевтически эффектив-

ное количество частиц rAAV может представлять собой количество частиц, которое способно перено-

сить кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, или кодон-модифицированный ген, коди-

рующий hIL-1Ra, в сустав лошади или человека соответственно. Терапевтически эффективное количест-

во может представлять собой количество, которое способно приводить к лечению заболевания, напри-

мер, ОА. Как хорошо известно в ветеринарных областях наук, доза для любого субъекта зависит от мно-

гих факторов, в том числе размера, площади поверхности тела, возраста субъекта, определенной компо-

зиции, подлежащей введению, активного(активных) ингредиента(ингредиентов) в композиции, времени 

и пути введения, общего состояния здоровья и других лекарственных препаратов, подлежащих одновре-
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менному введению. Лечение может быть оценено практикующим врачом-клиницистом с помощью стан-

дартных методик в данной области техники или навыков и опыта, приобретенного в данной области тех-

ники (например, оценки воспаления в суставе). 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления "вводимый" или "введение" означает пре-

доставление вещества субъекту путем, который является фармакологически пригодным. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления от 1×10
10

 до 1×10
13 

вирусных геномов (vg) 

(например,от 5×10
10

 до 5×10
12

 vg, от 1 х 10
11

 до 1 х 10
12

 vg или от 2×10
11

 до 9×10
11

 vg) вводят за один раз 

в сустав, подлежащий лечению. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления объем фарма-

цевтической композиции или rAAV, подлежащих инъецированию, составляет 1-20 мл (например, 2-15, 5-

12 или 5-10 мл). 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления частицы rAAV, содержащие кодон-

модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, вводят в сустав лошади на регулярной основе, к приме-

ру, через 3 месяца, через 6 месяцев или через год или через 2-5 лет. В соответствии с некоторыми вари-

антами осуществления частицы rAAV, содержащие кодон-модифицированный ген, кодирующий IL-1Ra, 

вводят в сустав человека на регулярной основе, к примеру, через 3 месяца, через 6 месяцев или через год 

или через 2-5 лет. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления частицы rAAV, содержащие 

кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra или hIL-1Ra, вводят в сустав лошади или человека 

множество раз (например, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 15 или 20 раз), либо через равные промежутки 

времени, либо через неравные промежутки времени. В соответствии с некоторыми вариантами осущест-

вления rAAV, содержащий кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, или кодон-моди-

фицированный ген, кодирующий hIL-1Ra, вводят в сустав только один раз. В соответствии с некоторыми 

вариантами осуществления rAAV, содержащий кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, 

или кодон-модифицированный ген, кодирующий hIL-1Ra, вводят в сустав лошади или человека только в 

случае, если симптомы заболевания возвращаются или усиливаются. В соответствии с некоторыми вари-

антами осуществления rAAV, содержащий кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, или 

кодон-модифицированный ген, кодирующий hIL-1Ra, вводят в сустав лошади или человека непосредст-

венно после того, как патологическое состояние (например, ОА) диагностируется (например, в течение 1 

месяца или 1 года после постановки диагноза). В соответствии с некоторыми вариантами осуществления 

rAAV, содержащий кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, или кодон-

модифицированный ген, кодирующий hIL-1Ra, вводят в сустав лошади или человека до того, как дегене-

ративное патологическое состояние диагностируется, однако после появления осложнения (например, 

повреждения), которое могло привести к дегенеративному патологическому состоянию. В соответствии с 

некоторыми вариантами осуществления rAAV, содержащий кодон-модифицированный ген, кодирующий 

eqIL-1Ra, или кодон-модифицированный ген, кодирующий hIL-1Ra, вводят в сустав лошади или челове-

ка непосредственно после (например, в течение месяца) появления травмы, которая могла привести к 

дегенеративному патологическому состоянию. В соответствии с некоторыми вариантами осуществления 

rAAV, содержащий кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, или кодон-модифици-

рованный ген, кодирующий hIL-1Ra, вводят в сустав лошади или человека тогда, когда наблюдаются 

первые признаки заболевания сустава. Неограничивающие симптомы дегенеративного патологического 

состояния крупных опорных суставов включают в себя прихрамывание или хромоту, отек суставов, сни-

жение поворота в суставах, а также скованности или сниженной подвижности сустава. 

Поскольку имеет место высокая корреляция между уровнем патологии (например, суммарный ин-

декс MRI) во время инъекции rAAV, содержащим кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, 

или кодон-модифицированный ген, кодирующий hIL-1Ra, и последующим продуцированием IL-1Ra (см. 

Пример 2), лечение может быть начато после травмы, но до поставки диагноза дегенеративного заболе-

вания (например, ОА). Без дальнейшего детального рассмотрения, считается, что специалист в данной 

области техники на основании вышеизложенного описания может использовать настоящее раскрытие в 

его наиболее полной степени. Таким образом, следующие конкретные варианты осуществления следует 

рассматривать только в качестве иллюстративных и никоим образом не ограничивающих оставшуюся 

часть раскрытия. Все публикации, цитируемые в данном документе, включены посредством ссылки для 

целей или предмета изобретения, на которые дается отсылка в данном документе. 

В соответствии с некоторыми вариантами осуществления инъекция rAAV, содержащего кодон-

модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, или кодон-модифицированный ген, содержащий hIL-

1Ra, в пораженный сустав, приводит к более высокому уровню продуцирования IL-1Ra по сравнению с 

инъекцией rAAV, содержащего кодон-модифицированный ген, кодирующий eqIL-1Ra, или кодон-

модифицированный ген, кодирующий hIL-1Ra, в непораженный или здоровый сустав. В соответствии с 

некоторыми вариантами осуществления продуцирование IL-1Ra в пораженном суставе происходит в 1,1-

50 раз выше (например, в 1,1-2, 2-4, 2-10, 5-10, 5-20, 10-20, 20-30 или 30-50 раз выше) по сравнению с 

непораженным или здоровым суставом. 

Примеры 

Пример 1. scAAV-Опосредрванная доставка гена IL-1Ra для лечения остеоартрита: временная экс-
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прессия и биораспределение в лошадиной модели. 

Данные, описанные ниже, показывают, что scAAV может обеспечивать длительную экспрессию 

eqIL-1Ra в суставе лошади с помощью кодон-модифицированного гена, кодирующего eqIL-1Ra, и после-

довательности Козак. 

Выполняли исследования, направленные на пястно-фаланговые (mcp) суставы передней конечности 

лошади. Поскольку эти суставы несут 60-65% массы тела лошади во время передвижения, они также 

очень подвержены ОА вследствие травмы и избыточной нагрузки. 

С целью характеристики паттернов терапевтической экспрессии трансгена и его относительной 

безопасности после внутрисуставной доставки исследования дозирования и временной экспрессии вы-

полняли с помощью кДНК лошадиного ортолога IL-1Ra. С помощью наиболее эффективной дозы векто-

ра и зеленого флуоресцентного белка (GFP) в качестве цитологического репортерного гена, исследовали 

биодоступность вектора после доставки в здоровые суставы и суставы с естественно возникающим ОА, 

при этом особое внимание уделяли влиянию заболевания на локальные трансдуцированные клеточные 

популяции и системное рассредоточение вирусных геномов. 

Животные, используемые в исследовании 

Животных, используемых в данном исследовании, жертвовали Университету Флориды, или приоб-

ретали на местных фермах и в учебно-тренировочных центрах. Конечные точки для каждого параметра 

исследований предварительно определяли, как описано ниже. Никаких животных из анализа данных не 

исключали. Все процедуры с животными осуществляли в соответствии как с Руководством по содержа-

нию и использованию лабораторных животных NIH, так и Институциональным комитетом по уходу за 

животными и их использованию Университета Флориды. Если не указано иное, то лошадей содержали в 

группах в больших открытых загонах для лошадей при полном доступе к передвижению. 

Конструирование и получение векторов AAV 

С целью сведения к минимуму иммунного распознавания продукта трансгена IL-1Ra и создания 

фармакокинетического профиля переноса гомологического гена IL-1Ra с помощью вектора AAV после-

довательности ДНК, кодирующие лошадиный ортолог IL-1Ra, использовали в качестве терапевтического 

репортера. С целью сведения к максимуму экспрессии трансгенного белка нативную к ДНК eqIL-1Ra 

кодон-модифицировали и консенсусную последовательность Козак вставляли непосредственно выше 

кодона инициации трансляции (фиг. 1). В указанной конструкции экспрессия трансгена управляется не-

медленно-ранним промотором/энхансером CMV. Векторы AAV упаковывали в капсид AAV2.5 в отделе 

векторов Университета Флориды или отделе векторов Университета Северной Каролины в Чапел-Хилл с 

помощью способов, описанных ранее. 

кДНК кодирующие GFP и модифицированный eqIL-1Ra, направленно вставляли в сайты Sac II и 

Not I экспрессионной кассеты плазмиды pHpa-trs-SK, самокомплементарного (с двунитевой ДНК) вари-

анта вектора AAV, сконструированного на основе генома AAV2. В указанной конструкции экспрессия 

трансгена управляется немедленно-ранним промотором/энхансером CMV. Векторы AAV упаковывали в 

капсид AAV2.5 в отделе векторов Университета Флориды или отделе векторов Университета Северной 

Каролины в Чапел-Хилл. 

Дозирование и экспрессия in vivo 

Для анализа экспрессии трансгенов in vivo использовали 6 здоровых лошадей, достигших скелетной 

зрелости, в возрасте 2-7 лет. Эксперименты проводили как с использованием MCP суставов, так и меж-

запястных суставов обеих передних конечностей каждого животного. За две недели до инъекции вектора 

синовиальную жидкость из каждого сустава аспирировали с помощью артроцентеза с целью установле-

ния исходных уровней eqIL-1Ra. Во время инъекции рандомизированным образом объемы жидкости 5 

или 10 мл раствора Рингера с лактатом, содержащего 0, 5×10
10

, 5×10
11

 и 5×10
12

 vg scAAV.eqIL-1Ra, дос-

тавляли в 4 сустава передней конечности каждого животного. Данную стратегию использовали для обес-

печения наиболее высокой оценки межиндивидуальной вариабельности экспрессии трансгена у живот-

ных при соответствующих дозах с помощью минимального количества субъектов. После инъекции жи-

вотных содержали на карантине в течение 24 часов и тщательно контролировали группой ветеринаров. 

На 7, 14 и 30 дни после инъекции и один раз в месяц после этого в общей сложности в течение 6 месяцев 

синовиальную жидкость, периферическую кровь и мочу собирали у каждого животного для измерения 

содержания eqIL-1Ra с помощью ИФА. Синовиальную жидкость, периферическую кровь и мочу будут 

собирать до 1 года включительно в отдельном эксперименте для оценки продолжительности эффекта 

инъекции кодон-модифицированного IL-1Ra в суставы. 

ИФА для определения IL-1Ra лошади 

Уровни IL-1Ra лошади определяли с помощью специфического ИФА (R&D Systems). Образцы си-

новиальной жидкости из суставов как группы Обработанные, так и группы Контроль разводили 1:1 за-

буференным солевым раствором, содержащим гиалуронидазу при 50 ЕД/мл, и инкубировали при 37°C в 

течение 30 минут до измерения содержания белка. Двукратные серийные разведения в разведенных реа-

гентом (R&D Systems) образцах синовиальной жидкости получали в широком диапазоне с целью обеспе-

чения вариабельности результатов анализа. Каждую серию разведений выполняли в двух повторностях и 

каждый разведенный образец анализировали в лунках в трех поторностях. Средние значения рассчиты-
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вали на основе считываний с границами стандартных кривых соответствующих анализов. 

Биораспределение вектора in vivo 

С целью определения системного биораспределения вектора AAV после внутрисуставной инъекции 

в межзапястные суставы 3 здоровых лошадей и 3 лошадей с поздней стадией естественно возникающего 

ОА инъецировали 5×10
12

 vg scAAV.GFP, разведенных в 5 мл раствора Рингера с лактатом. Через две не-

дели животных умерщвляли и вскрывали. Значимых повреждений органов, отличных от опорно-

двигательной системы, не выявляли. Ткани извлекали из инъецированного межзапястного сустава, при-

легающего предплечевого запястного сустава, прилегающей четырехглавой мышцы, ипсилатерального 

MCP сустава, контралатерального межзапястного сустава и прилегающей четырехглавной мышцы, го-

ловного мозга, сердца, легкого, печени и селезенки. Ткани, расположенные дальше всего от участка инъ-

екции, извлекали первыми, и соблюдали осторожность с целью минимизации перекрестной контамина-

ции образцов. Части каждого образца помещали в DMEM с 10% FBS для последующего анализа экс-

прессии GFP, либо с помощью инвертированной флуоресцентной микроскопии свежеотобранной ткани, 

либо после осуществления парафинового среза и иммуногистохимического окрашивания. Оставшиеся 

части тканей помещали в RNALater (Ambion) и хранили при -80°C для последующего выделения геном-

ной ДНК (gDNA). 

Для анализа векторных геномов gDNA экстрагировали из сохраненных образцов тканей с помощью 

набора для анализа крови и тканей Qiagen DNeasy (Qiagen) в соответствии с инструкциями производите-

ля. Концентрации gDNA определяли с помощью спектрофотометра NanoDrop (Thermo Scientific). Коли-

чественную ПЦР в реальном времени выполняли с помощью 100 нг gDNA и термоциклера Eppendorf 

RealPlex (Eppendorf). Праймеры конструировали с целью отжига последовательностей в промоторе CMV 

экспрессионной кассеты вектора. Последовательности прямого и обратного праймеров представляли 

собой 5'- CACGCTGTTTGACCTCCATAGAAGACAC (SEQ ID NO: 5) и 5'- TTCTTTGATTTGCACCAC-

CACCGGATCCG (SEQ ID NO: 6) соответственно. Для каждой совокупности реакций получали стан-

дартную кривую с использованием серийных разведений ДНК плазмиды pHpa-tr-sk. Реакции ПНР, спе-

цифичные в отношении β-актина лошади (прямой праймер 5'-CCAGCACGATGAAGATCAAG (SEQ ID 

NO: 7) и обратный праймер 5'-GTGGACAATGAGGCCAGAAT (SEQ ID NO: 8)) и без матричной ДНК 

использовали в качестве положительных и отрицательных контролей соответственно. Все образцы 

gDNA анализировали в трех повторностях. Для исследования специфической в отношении образца реак-

ции ингибирования аликвоты образцов gDNA метили ДНК вектора pHpa-trs-SK в количестве 100 ко-

пий/мкг gDNA. Если выявляли 40 копий/мкг или больше меченой ДНК, то образец gDNA считали при-

емлемым. 

Иммуногистохимический анализ 

Образцы тканей из исследования биораспределения, характеризующиеся видимой активностью 

GFP, фиксировали в параформальдегиде, обрабатывали для гистологического анализа и заключали в па-

рафин. Срезы, нарезанные толщиной 5 мкм и помещенные на заряженные микроскопические препараты, 

депарафинировали и осуществляли опосредованное нагреванием демаскирование антигена. 

Микроскопические препараты блокировали 10% нормальной сывороткой, затем инкубировали в те-

чение 1 ч при комнатной температуре с кроличьим антителом к GFP при разведении 1:200 (Abcam), по-

сле чего с биотинилированным вторичным антителом (Invitrogen) в течение 30 минут при комнатной 

температуре при разведении 1:500. Микроскопические препараты заключали с DAPI (Vector Laboratories) 

и исследовали с помощью флуоресцентного микроскопа. 

Конструирование и характеристика вектора scAAV.eqIL-1Ra vector in vitro u in vivo В предыдущем 

исследовании, включающем доставку с использованием scAAV кДНК IL-1Ra человека в сустав лошади, 

было обнаружено, что после пика через 1-2 недели после инъекции экспрессия трансгена стабильно сни-

жалась, а через 7 недель IL-1Ra человека не был определим в синовиальных жидкостях с помощью ИФА. 

Это было связано с иммунным распознаванием трансдуцированных клеток, экспрессирующих продукт 

ксеногенного трансгена. Несмотря на то, что можно было получать измеримые уровни экспрессии IL-

1Ra лошади с помощью рекомбинантного аденовирусного вектора, экспрессия белка из нативной кДНК 

в целом была сравнительно незначительной. Таким образом, с целью сведения к минимуму иммунного 

распознавания продукта трансгена IL-1Ra и сведения к максимуму экспрессии кДНК ортологического 

кодона IL-1Ra лошади модифицировали и синтезировали как с наличием (SEQ ID NO: 3) и без 5' фосфо-

рилирования (SEQ ID NO: 2), так и без наличия лидерной последовательности Козак непосредственно 

выше сайта инициации трансляции. После вставки векторной плазмиды scAAV (pHpa-trs-sk) обе моди-

фицированные конструкции приводили к 30-50-кратному усилению экспрессии по сравнению с нативной 

последовательностью в анализах временной трансфекции (фиг. 2A). Поскольку конструкция, содержа-

щая последовательность Козак, непрерывно обеспечивала наиболее высокие уровни экспрессии eqIL-

1Ra, ее выбирали для упаковки вирусов и исследования in vivo. 

Предыдущие данные показали, что синовиальные фибробласты человека в культуре характеризу-

ются предпочтением к инфицированию AAV2. Учитывая перспективный переход на исследование у че-

ловека, векторную конструкцию eqIL-1Ra упаковывали капсид AAV2.5, который поддерживает тропизм 
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AAV2, однако характеризуется сниженной реактивностью в отношении нейтрализующего антитела к 

AAV2, распространснной в популяции человека. Инфицирование культур синовиальных фибробластов 

лошади диапазоном доз вектора AAV2.5 приводило к чрезвычайно высокой экспрессии eqIL-1Ra, кото-

рая превосходила 10 мкг/мл при уровне 10
5
 вирусных геномов (vg)/клетка (фиг. 2B). Продуцирование 

eqIL-1Ra не превышало фоновый уровень в параллельных контрольных культурах, инфицированных при 

уровне 10
5
 vg/клетка вектором AAV2.5, содержащим GFP. 

Для определения влияния дозы вектора на экспрессию scAAV.eqIL-1Ra после внутрисуставной дос-

тавки выполняли подход, разработанный для обеспечения понимания внутри- и межиндивидуальной 

вариабельности у животных с помощью минимального количества животных. У каждой из 6 лошадей 

инъекции scAAV.eqIL-1Ra в 3 различных дозах (5×10
10

, 5×10
11

 и 5×10
12

 vg; фиг. 2D) распределяли в слу-

чайном порядке между межзапястными суставами и MCP суставами обеих передних конечностей. В ос-

тавшийся сустав инъецировали эквивалентный объем средства доставки (раствор Рингера с лактатом) и 

он выступал в качестве отрицательного контроля. Периодически после этого в течение предварительно 

определенного интервала времени ~6 месяцев синовиальную жидкость аспирировали из каждого из сус-

тавов передней конечности, а также собирали периферическую кровь и мочу. Содержание eqIL-1Ra в 

биологических жидкостях измеряли с помощью коммерчески доступных наборов для ИФА и интерпре-

тировали по отношению к значениям до инъекции. 

Несмотря на получение AAV в 3 сустава передней конечности никаких побочных эффектов не на-

блюдали в острой фазе или в любой временной точке во время протокола. В контрольных суставах, в 

которые вводили только жидкий носитель, eqIL-1Ra в синовиальной жидкости оставался на уровнях до 

инъекции (<1 нг/мл) в течение всего времени (фиг. 2B). В суставах, в которые вводили вирус, зависящие 

от дозы повышения eqIL-1Ra в синовиальной жидкости наблюдали в течение 2-4 недель после инъекции, 

при этом средние уровни варьировали от ~6 нг/мл при уровне 5×10
10

 vg до ~40 нг/мл при уровне 

5×10
12

vg. Пиковое продуцирование eqIL-1Ra происходило между 4 и 8 неделями после инъекции для 

оставшейся части исследования (фиг. 2B). В отличие от почти линейной связи между дозой вектора и 

экспрессией eqIL-1Ra, наблюдаемой в культуре, 100-кратное повышение дозы вектора по сравнению с 

исследуемым диапазоном in vivo, приводило лишь к ~10-кратному повышению экспрессии IL-1Ra. Более 

того, повышение дозы от 5×10
11

 до 5×10
12

 vg приводило лишь к повышению eqIL-1Ra в синовиальной 

жидкости в 1,5 раза. Таким образом, возможно, что эти значения соответствуют максимуму или находит-

ся возле него. 

Экспрессия трансгена AAV2.5 в здоровых суставах и суставах с ОА 

Поскольку доза 5×10
12

 vg scAAV.eqIL-1Ra устойчиво обеспечивала наиболее высокое продуциро-

вание eqIL-1Ra внутрисуставно, и, по-видимому, обоснованно была безопасной ее выбирали для даль-

нейшей характеристики in vivo. С целью определения влияния окружения ОА на локальное и системное 

распределение вектора AAV и трансдуцированные клеточные популяции, векторную конструкцию 

scAAV, содержащую кодирующую последовательность GFP, упаковывали в капсид AAV2.5. Затем 

5×10
12

 vg scAAV.GFP инъецировали в один межзапястный сустав 3 здоровых лошадей и 3 лошадей с за-

пущенным естественно возникающим ОА (фиг. 3A-3B). Через две недели лошадей умерщвляли и ткани 

отбирали из инъецированных суставов и участков во всем организме. 

Аналогично серотипам AAV, исследованным ранее, в каждом из здоровых суставов преобладаю-

щим участком экспрессии GFP была синовиальная оболочка. Исследование свежеотобранных образцов 

ткани показало избыток флуоресцентных клеток во всей выстилке суставной капсулы, которые часто 

концентрировались в более утолщенных ворсиначатых участках (фиг. 3C-3D). Активность GFP были 

заметной в стружках суставного хряща, однако была слабой и ограниченной в разбросанных изолиро-

ванных клетках (фиг. 3G-3H). Значительно отличаясь от этого, активность GFP в синовиальной оболоч-

ке, пораженной ОА, была гораздо более высокой, чем в здоровых суставах. Эти образцы часто отлича-

лись блестящей флуоресценцией, даже при малом увеличении (фиг. 3E). Плотность флуоресцентных 

клеток была заметно более высокой вдоль всей синовиальной выстилки, однако особенно в участках с 

воспалением и синовитом (фиг. 3F и 4A-4B). Аналогично здоровым суставам, флуоресцентные клетки 

были почти исключительно ограничены синовиальной оболочкой и субсиновиальным слоем, и лишь 

редко наблюдались в поддерживающих фиброзных тканях. 

Хрящевая ткань, пораженная ОА, характеризовалась наиболее выраженным усилением активности 

GFP, поскольку популяции ярко флуоресцирующих клеток были легко заметны во всех извлеченных 

стружках (фиг. 3J-3K). Стружки, извлеченные возле эрозий во всей толще, часто содержали локальные 

участки интенсивной флуоресценции (фиг. 3L и 4C-4D), а также часто содержали клетки с веретенооб-

разной морфологией, что соответствовало дедифференцировке до фиброхондроцитов (20). Более высо-

кое увеличение показало, что экспрессия GFP была заметной в большей части резидентной популяции 

хондроцитов, однако особенно выраженной в кластерах хондроцитов, характерных для хрящевой ткани, 

пораженной ОА (фиг. 3M и 4E-4G). Включения ярко флуоресцирующих клеток также были заметны на 

поверхностях остеофитов, извлеченных на границах суставов, пораженных ОА (фиг. 3N и 4H). 

Как в случае здоровых суставов, так и в случае суставов, пораженных ОА, в которые вводили ви-
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рус, синовиальная оболочка предплечевого запястного сустава запястья была единственной тканью за 

пределами межзапястного сустава, которая характеризовалась флуоресценцией. Несмотря на свое распо-

ложение непосредственно вблизи с участком инъекции (фиг. 2C), наблюдали лишь малочисленные флу-

оресцентные клетки, и только в нескольких извлеченных образцах (фиг. 30). 

В связанном с этим наблюдение было обнаружено, что экспрессия GFP в стружках здоровой хря-

щевой ткани (едва различимой при извлечении) значительно повышалась через 48 ч после инкубации в 

культуре эксплантата, таким образом, что ярко флуоресцирующие клетки появлялись во всем матриксе в 

каждом образце (фиг. 3I). Это свидетельствовало о том, что большой процент хондроцитов фактически 

был трансдуцирован вирусом in situ, однако не мог экспрессировать флуоресцентный репортерный белок 

выше видимого порогового уровня в контексте здорового сустава. 

Биораспределение AAV2.5 

С целью оценки эмиграции вектора AAV из сустава после внутрисуставной инъекции суммарную 

ДНК выделяли из образцов ткани и анализировали в отношении содержания векторных геномов с помо-

щью количественной ПЦР. Как показано в табл. 1, системное распределение векторных геномов главным 

образом находилось в соответствии с видимой активностью GFP. У всех животных ткани из суставов, в 

которые вводили вирус, характеризовались наибольшим содержанием векторных геномов. Несмотря на 

то, что имело место значительное варьирование между индивидуумами, в среднем, содержание вектор-

ной ДНК в синовиальной оболочке было в ~30-50 раз выше, чем в хрящевой ткани, при этом значимые 

различия между суставами, пораженными ОА, и нормальными суставами, отсутствовали. Определимое, 

но значимо более низкое содержание векторных геномов обнаруживали в синовиальной оболочке приле-

гающего предплечевого запястного сустава у лошадей из обеих групп. За пределами запястья одно жи-

вотное из группы здоровых животных характеризовалось низким числом векторных геномов в печени; 

при этом печень и селезенка от одного животного в группе ОА также были положительными в отноше-

нии содержания векторов. В совокупности, как в условиях нормы, так и в условиях патологии > 99,7% 

выявленных векторных геномов AAV находились в тканях сустава. Эти результаты свидетельствовали о 

том, что вектор главным образом содержался в суставе, и, несмотря на то, что окружение ОА могло уси-

ливать трансгенную экспрессию внутрисуставно, по-видимому, оно значительным образом не оказывало 

влияния на внесуставное рассредоточение векторов. 

Таблица 1. Распределение геномов AAV.GFP после инъекции в межзапястный сустав здоровых лошадей 

и лошадей с естественно возникающим ОА 

 
Значения обозначают копии векторного генома на микрограмм геномной ДНК и представляют со-

бой средние значения по меньшей мере из трех повторностей ±SEM. Ткани и расположения приведены с 

отсылкой на инъецированный сустав. Н.о., не определено. 

 

Исследования, описанные в данном примере, показали, что в крупном суставе млекопитающих ге-

нетически модифицированные клетки могут поддерживать повышенные уровни синтеза белка в течение 
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6 месяцев. Суставные патологии, такие как острая травма или хроническое эрозивное заболевание, могли 

приводить к значительному повышению вирусной трансдукции и эскпрессии трансгенов. Более того, как 

в здоровых, так и в пораженных суставах большая часть векторной ДНК сохранялась в тканях сустава, и 

локальное сверхпродуцирование IL-1Ra в кровотоке не выявляли. На основании этих данных можно 

предположить, что генетически модифицированные клетки могут поддерживать повышенные уровни 

синтеза белка в течение более чем 6 месяцев (например, до 1 года, до 2 лет, до 5 лет или до 10 лет). 

Преимущества в отношении лошадиной модели 

Локальный AAV-опосредованный перенос генов исследовали ранее в суставах человека в связи с 

лечением ревматоидного артрита (26) и он вошел в исследование II фазы (27). К сожалению, измерение 

трансгенного белка (антагониста фактора некроза опухоли α), продуцируемого в суставах, не было ча-

стью протокола, и какая-либо информация касательно уровня и продолжительности экспрессии трансге-

нов, достигаемой в суставах человека, отсутствует. В то же время, учитывая его связь с терапевтической 

эффективностью, эта информация будет определяющей для эффективного клинического применения. 

С этой целью применение лошадиной системы оказалось особенно информативным, обеспечивая 

возможность вектора AAV переносить гены, подлежащие исследованию в масштабе, соответствующему 

лечению у человека, и в контексте естественно возникающего ОА. Возможность последовательно аспи-

рировать синовиальную жидкость обеспечивает прямую количественную оценку внутрисуставной экс-

прессии трансгена и получение информативных фармакокинетических профилей. Помимо этого, приме-

нение аутбредных животных, их варьирующие ответы на остеохондральное повреждение, свойственные 

различия в поведении и способность к заживлению обеспечивают адекватную имитацию вариабельность, 

ассоциированной с лечением людей в клинических условиях. 

Паттерны экспрессии генов 

Значительно более высокую экспрессию репортера GFP наблюдали в связи с клеточными и морфо-

логическими изменениями в суставе, характерными для запущенного ОА. В синовиальной оболочке 

хроническая воспалительная стимуляция индуцирует гиперплазию, ангиогенез, лейкоцитарную ин-

фильтрацию и фиброзное утолщение. В то время как AAV-опосредованная экспрессия GFP, по-

видимому, была стабильно выше в синовиальной оболочке суставов, пораженных ОА, флуоресценция 

была особенно выраженной в участках синовита, в которых повышенная насыщенность клетками спо-

собствовала повышению плотности целевых клеток, восприимчивых к трансдукции AAV. 

Наиболее примечательное повышение экспрессии GFP в суставах, пораженных ОА, происходило в 

суставном хряще. При полном контрасте с хрящевой тканью из здоровых суставов, где GFP+ клетки 

встречались крайне редко, а флуоресценция была едва заметной, избыток ярко флуоресцирующих клеток 

наблюдали во всех стружках, извлеченных из суставов, пораженных ОА, при этом наиболее выраженные 

повышения наблюдались в участках с явными признаками эрозии. Несмотря на то, что утрата целостно-

сти матрикса, по-видимому, облегчала проникновение и диффузию векторных частиц в хрящевой ткани, 

пораженной ОА, данные настоящего исследования свидетельствуют о том, что значительная часть по-

вышенной экспрессии трансгенов в хрящевой ткани (и синовиальной оболочке) возникает в результате 

воспалительной и индуцированной стрессом активации немедленно-раннего промотора цитомегаловиру-

са (CMV). 

Хондроциты в здоровой хрящевой ткани главным образом существуют в ненарушенном покоящем-

ся состоянии. При ОА разрушение хрящевого матрикса уменьшает его защитные свойства, вызывая из-

быточную механическую нагрузку на локальные хондроциты. Такие аномальные усилия приводят к сти-

муляции передачи сигнала от ядерного фактора κВ (NF-κB) И индуцированных стрессом митоген-

активируемых протеинкиназ (MAPK), что направляет метаболизм в нормальных условиях покоящихся 

хондроцитов в высокоактивное состояние. Активированные хондроциты претерпевают заметное измене-

ние фенотипа; они становятся пролиферативными, секретируют высокие уровни воспалительных цито-

кинов и высвобождают протеолитические ферменты, которые дополнительно разрушают локальный 

матрикс. Несмотря на то, что немедленно-ранний промотор CMV в целом считается конститутивным 

промотором высокого уровня, транскрипция из этого элемента, как известно, является восприимчивой к 

NF-κB, а также передаче сигнала от p38 и других активируемым стрессом протеинкиназ. В нативном 

вирусе вовлечение этих путей требуется для активации немедленно-раннего промотора CMV и инициа-

ции репликации вируса. Аналогичным образом, воспаление и клеточный стресс может значительно по-

вышать экспрессию трансгенов под его контролем (40, 43-45). В этом отношении хрящевая ткань, пора-

женная ОА, является обогащенной активированными стрессом хондроцитами, которые населяют участки 

эрозии с высокой плотностью. Экспрессия GFP также была выраженной в участках пролиферации хонд-

роцитов и образования кластеров, а также на поверхностях остеофитов, которые возникают в результате 

устойчивой активации костно-хрящевых предшественников при переходе от хрящевой ткани в синови-

альную оболочку. Выраженную активацию экспрессии GFP также наблюдали в стружках хрящевой тка-

ни из здоровых суставов после инкубации в культуре эксплантата. Поскольку дополнительно вектора к 

указанным стружкам не добавляли, такая индукция возникала вследствие векторной ДНК, уже присутст-

вующей в хондроцитах. Таким образом, это должно отражать значительное повышение метаболической 
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и транскрипционной активности в трансдуцированных хондроцитах в результате стресса на фоне извле-

чения и/или изменения условий роста. 

Таким образом, несмотря на то, что в ряде отчетов описано получение синтетических индуцируе-

мых воспалением промоторных систем для областей применения генной терапии, немедленно-ранний 

промотор CMV по меньшей мере в контексте ОА и крупного сустава млекопитающих, по-видимому, 

естественным образом регулируется заболеванием. Кроме того, региональные отличия экспрессии GFP, 

наблюдаемые в хрящевой ткани, пораженной ОА, указывают на перспективу вектора AAV и экспресси-

онной кассеты, управляемой промотором CMV, предпочтительно направлять экспрессию в области сус-

тавного хряща, находящиеся в условиях наибольшего патологического стресса. Это закладывает основу 

для разработки направленных хондропротекторных и регенеративных стратегий. 

В совокупности данные из указанного исследования продемонстрировали, что scAAV может обес-

печивать длительную экспрессию гомологического терапевтического трансгена в крупном суставе мле-

копитающих. Кроме того, доставка генов, по-видимому, является значительно более эффективной в кон-

тексте ОА, способствуя повышенной экспрессии в тканях синовиальной оболочки и в суставном хряще. 

Пример 2. scAAV-Опосредованная доставка гена IL-1Ra для лечения остеоартрита: фармакокинети-

ка и эффективность в лошадиной модели. 

В данном примере описана доставка eqIL-1Ra с помощью rAAV в лошадиной модели ОА с остео-

хондральным фрагментом (OCF). Данные показывают, что генная терапия с помощью рекомбинантного 

AAV может обеспечивать эффективную доставку антиартрических белков в суставах человеческого раз-

мера. В отличие от любого существующего лечения ОА, данный подход характеризуется способностью 

блокировать болевые симптомы и эрозивное прогрессирование заболевания. 

Животные, используемые в исследовании 

Животных, используемых в данном исследовании, жертвовали Университету Флориды, или приоб-

ретали на местных фермах и в учебно-тренировочных центрах. Для исследования эффективности в моде-

ли OCF специалистам по работе и оценке животных предоставляли обезличенную информацию каса-

тельно распределения в группы обработки. Одну лошадь, изначально распределенную в группу Обрабо-

танные умерщвляли в середине протокола эксперимента в связи с пневмонией, возникшей в результате 

осложнений во время восстановления после анестезии. Это животное затем заменяли для восполнения 

количества субъектов, необходимых для статистического анализа. Конечные точки для каждого пара-

метра исследований предварительно определяли, как описано ниже. Все представленные данные сфор-

мированы на основе 10 животных из группы Обработанные и 10 животных из группы Контроль, которые 

завершили протокол эксперимента; никаких животных из анализа данных не исключали. Обсуждение 

выпадающих точек данных четко описано в текстовом документе и на фигурах. Все процедуры с живот-

ными осуществляли в соответствии как с Руководством по содержанию и использованию лабораторных 

животных NIH, так и Институциональным комитетом по уходу за животными и их использованию Уни-

верситета Флориды. Если не указано иное, то лошадей содержали в группах в больших открытых загонах 

для лошадей при полном доступе к передвижению. 

Конструирование и получение векторов AAV 

С целью сведения к минимуму иммунного распознавания продукта трансгена IL-1Ra и создания 

фармакокинетического профиля переноса гомологического гена IL-1Ra с помощью вектора AAV после-

довательности ДНК, кодирующие лошадиный ортолог IL-1Ra, использовали в качестве терапевтического 

репортера. С целью сведения к максимуму экспрессии трансгенного белка нативную кДНК eqIL-1Ra (57, 

58) кодон-модифицировали (16) (GeneArt) и консенсусную последовательность Козак (17) вставляли не-

посредственно выше кодона инициации трансляции (фиг. 1). В указанной конструкции экспрессия транс-

гена управляется немедленно-ранним промотором/энхансером CMV (30). Векторы AAV упаковывали в 

капсид AAV2.5 (18, 19) в отделе векторов Университета Флориды или отделе векторов Университета 

Северной Каролины в Чапел-Хилл с помощью способов, описанных ранее (7). 

ИФА для определения IL-1ββββ, IL-1Ra и PGE2 лошади 

Уровни IL-1Ra лошади (R&D Systems), PGE2 (R&D Systems) и IL-1β лошади (GenWay) анализиро-

вали с помощью специфического ИФА. Образцы синовиальной жидкости из суставов как группы Обра-

ботанные, так и группы Контроль разводили 1:1 забуференным солевым раствором, содержащим гиалу-

ронидазу при 50 ЕД/мл, и инкубировали при 37°C в течение 30 мин до измерения содержания белка. 

Двукратные серийные разведения в разведенных реагентом (R&D Systems) образцах сыворотки крови и 

синовиальной жидкости получали в широком диапазоне с целью обеспечения вариабельности результа-

тов анализа. Каждую серию разведений выполняли в двух повторностях и каждый разведенный образец 

анализировали в лунках в трех поторностях. 

Средние значения рассчитывали на основе считываний с границами стандартных кривых соответ-

ствующих анализов. 

Исследование эффективности в модели OCF 

Двадцать чистокровных лошадей в возрасте от 2 до 9 лет разного пола использовали для данной фа-

зы исследования. Животные были здоровые, с отсутствием хромоты или рентгенологических признаков 
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заболевания запястных суставов. Перед индукцией модели заболевания лошадей тренировали на беговой 

дорожке 5 дней/неделя в течение 3 недель. В каждый день тренировок лошадей заставляли бежать рысью 

(4-5 м/сек) в течение 2 мин, галопом (~9 м/сек) в течение 2 мин и снова рысью в течение 2 мин. Перед 

последующим использованием животных случайным образом распределяли на равные группы Обрабо-

танные и Контроль. 

После тренировки на беговой дорожке в условиях общей анестезии выполняли артроскопическое 

исследование билатерально в обоих межзапястных суставах. Во время процедуры в одном случайным 

образом распределенном суставе выполняли 8 мм остеохондральное повреждение медиально от лучевой 

запястной кости с помощью остеома, выравненного перпендикулярно суставной поверхности (14). Ука-

занный фрагмент оставляли прикрепленным к капсулярным тканям. С целью имитации естественного 

повреждения (59) выполняли хирургическое очищение исходной кости (14). Контралатеральный сустав у 

каждой лошади выступал в качестве имитационного функционирующего внутреннего контроля. Всех 

лошадей содержали в конюшне в течение 7 дней после операции и предоставляли соответствующую ве-

теринарную помощь. 

Через две недели после хирургического вмешательства после хирургической дезинфекции суставов 

передней конечности сустав с OCF лошадей, распределенных в группу Обработанные, получал инъек-

цию 5×10
12

 vg scAAV.eqIL-1Ra, суспендированного в растворе Рингера с лактатом в суммарном объеме 5 

мл. Лошади в группе Контроль получали 5 мл раствора Рингера с лактатом без вируса. Через неделю по-

сле инъекции лошадей возвращали к 5 дневной/неделя программе тренировок на беговой дорожке, опи-

санной выше, в течение 10 недель. Во время тренировок лошадям проводили еженедельные исследова-

ния и оценки хромоты. В конце 10-недельного периода тренировок выполняли окончательное артроско-

пическое исследование на обоих межзапястных суставах. Указанный фрагмент удаляли и повреждение в 

исходной кости очищали хирургическим путем и восстанавливали. После выздоровления животных воз-

вращали в стадо для исследования. Во время артроскопических процедур собирали артроскопические 

изображения. Рентгенологические и MR изображения выполняли непосредственно перед артроскопиче-

скими процедурами и до лечения на неделе 0. Каждую вторую неделю в течение всего протокола соби-

рали периферическую кровь и мочу и аспирировали синовиальную жидкость из обоих межзапястных 

суставов. 

Оценка хромоты 

Хромоту передних конечностей оценивали еженедельно в течение 10 недель после функционально-

го периода тренировок на беговой дорожке как с помощью субъективных, так и с помощью объективных 

способов. Субъективные визуальные оценки хромоты выполняли с участием двух квалифицированных 

специалистов по оценке, которым подходящим образом предоставляли обезличенную информацию, с 

участием лошадей на беговой дорожке во время ходьбы и бега рысью (~4 м/с) в соответствии с руково-

дствами Американской ассоциации практикующих иппологов. Система балльной оценки была следую-

щей: 0, хромота незаметна; 1, хромоту сложно заметить и она незаметна на постоянной основе; 2, хромо-

ту сложно заметить при ходьбе или при беге рысью по прямой линии, но она заметна при определенных 

обстоятельствах; 3, хромота заметна на постоянной основе при беге рысью при всех обстоятельствах; 4, 

хромота заметна при ходьбе; 5, хромота приводит к минимальной весовой нагрузке при движении и/или 

в покое или полной неспособности двигаться. 

С целью объективной оценки походки использовали систему анализа инерционного датчика движе-

ния Lameness Locator (Lameness Locator; Equinosis), которую разработали специально для определе-

ния и оценки хромоты у лошадей (22, 23). Для каждого еженедельного сеанса выполняли по меньшей 

мере 3 измерения при скорости бега рысью на беговой дорожке ~4 м/с. Каждое измерение рассчитывали 

исходя из минимум 30 непрерывных шагов. Хромоту рассчитывали в виде суммы векторов с использо-

ванием средней максимальной высоты головы (HDmax) и средней минимальной высоты головы (HDmin) 

между левыми и правыми шагами для каждого шага в каждом измерении (22, 23). HDmax представляет 

собой разницу максимального положения головы, которое образуется после возвращения правой перед-

ней конечности в исходное положение и такового, которое образуется после возвращения левой перед-

ней конечности в исходное положение. HDmin представляет собой разницу минимальной высоты голо-

вы, которая образуется во время возвращения правой передней конечности в исходное положение и та-

ковой, которая образуется во время возвращения левой передней конечности в исходное положение. Для 

каждой сессии средние значения HDmax и HDmin из по меньшей мере 3 измерений использовали для 

расчета суммы векторов (VS) следующим образом: 

 
Как в случае субъективных, так и в случае объективных оценок значения хромоты на неделе 1 ис-

пользовали в качестве исходных уровней для каждой лошади. Последующие измерения для каждой ло-

шади рассчитывали в виде процента изменения по отношению к исходному уровню. 

MR визуализация и оценка 

MR исследования обоих запястий выполняли с помощью высокопольного блока Toshiba Titan 

(Япония) 1.5 Tesla. Под общей анестезией животных помещали в лежащее положение на левый бок, при 
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этом каждое запястье находилось в частичном сгибании (15-25°) в квадратурной приемно-передающей 

коленной катушке (QD Knee). MR катушку и последовательности выбирали и модифицировали таким 

образом, чтобы они были клинически применимы у живых лошадей (24), и включали в себя сагитталь-

ную и аксиальную протонную плотность (PD), дорсальное T2-взвешенное, аксиальное T2 сокращенное 

тау-инверсное восстановление (STIR), сагиттальную протонную плотность с подавлением сигнала от 

жировой ткани (PD-FS) и сагиттальное градиентное эхо с очищением с подавлением сигнала от жировой 

ткани (SPGR-FS). Суммарное время обнаружения составляло примерно один час и двадцать минут для 

всех последовательностей в обеих конечностях. MR изображения для каждой лошади исследовали с уча-

стием трех специалистов по оценке, которым предоставляли обезличенную информацию касательно рас-

пределения в группы обработки. После описания изображения из 6 MR последовательностей для каждо-

го межзапястного сустава и временной точки индексы определяли для преобладающих патологий, ассо-

циированных с моделью, в том числе выпота синовиальной жидкости, синовиальной пролиферации, тя-

жести остеохондрального повреждения, повреждения суставного хряща, отека костного мозга в лучевой 

запястной кости, склероза лучевой запястной кости и третьей кости запястья, отека суставной капсулы и 

капсулярного фиброза, с помощью шкалы от 0 до 10, где 0 означал норму и 10 означало тяжелую патоло-

гию (60, 61). Оценку проводили на основе вовлечения только межзапястного сустава. Конечные индексы 

для каждой патологии представляют собой средние значения от 3 специалистов по оценке. 

Суммарные индексы MR патологии определяли исходя из суммы отдельных патологий (60, 61). 

Артроскопическая оценка 

Оба межзапястных сустава лошадей в группах Обработанные и Контроль исследовали и визуализи-

ровали артроскопически после образования остеохондрального повреждения и повторно в конечной точ-

ке протокола эксперимента. Цифровые изображения, собранные во время процедур, оценивали в баллах 

с участием трех специалистов по оценке, которым предоставляли обезличенную информацию касательно 

размера повреждения и степени репарации фрагмента, интеграции пограничной зоны нарушения окру-

жающей хрящевой тканью, внешнего вида поверхностного хряща в целом и внешнего вида синовиаль-

ной оболочки и связок. На основании критериев Dymock et al. (62) использовали систему оценивания от 

0 до 10, где 0 означал норму, а 10 означало тяжелую патологию. 

Гистологическое исследование 

Остеохондральный фрагмент и ткань синовиальной оболочки, удаленные во время артроскопии в 

конечной точке, фиксировали в параформальдегиде, декальцифицировали и заключали в парафин. По-

следовательные срезы толщиной 5 мкм помещали на заряженные микроскопические препараты, депара-

финировали, регидратировали и блокировали в 3% смеси пероксид/метанол в течение 10 мин при ком-

натной температуре. Чередующиеся срезы в участках, представляющих интерес, окрашивали гематокси-

лином и эозином (H&E) и толуидином синим соответственно. Серии срезов анализировали и классифи-

цировали с участием двух специалистов по оценке, которым предоставляли обезличенную информацию, 

с помощью системы классификации, адаптированной на основе McIlwraith et al. (63). Вкратце, целост-

ность суставного хряща оценивали в баллах на основании признаков некроза хондроцитов, образования 

кластеров, фибрилляции и/или очаговой потери клеток. Синовиальную мембрану оценивали и классифи-

цировали на основании признаков васкуляризации, гиперплазии интимы, субинтимального отека и/или 

субинтимального фиброза. Лейкоцитарную инфильтрацию оценивали в баллах по той же самой шкале, 

что и значение воспаления. В конечном итоге, субхондральную кость и поверхность репарации оценива-

ли в отношении качества матрикса, остеохондральных повреждений, ремоделирования костной ткани и 

остеохондрального расслоения. Суммарный индекс рассчитывали на основании суммы отдельных ин-

дексов. 

Измерение целенаправленно воздействующих на капсид нейтрализующих антител Способы адап-

тировали на основании таковых, описанных Li et al. (64). Синовиальную жидкость переваривали гиалу-

ронизадой, как описано для ИФА, а сыворотку крови инкубировали при 56°C в течение 30 мин для инак-

тивации комплемента. С помощью бессывороточной среды получали ряд двукратных серийных разведе-

ний из предварительно приготовленной сыворотки крови или синовиальной жидкости. Разведенные об-

разцы смешивали с ~1×10
9
 vg scAAV.eqIL-1Ra, упакованными в капсид AAV2.5 в суммарном объеме 250 

мкл, и инкубировали в течение 1 ч при 37°C с целью связывания антител. Затем смеси добавляли в кон-

флюентные культуры синовиальных фибробластов лошади в 24-луночных планшетах, содержащих 250 

мкл среды для культивирования (500 мкл/лунка суммарного объема). После инкубации в течение 48 ч 

при стандартных условиях культивирования кондиционированные среды собирали и анализировали в 

отношении содержания eqIL-1Ra с помощью ИФА. Титры NAb указывали в виде обратной величины от 

максимального разведения, способной снижать на 50% уровни eqIL-1Ra, продуцируемые клетками, ин-

фицированными AAV.eqIL-1Ra, предварительно инкубированными, как описано выше, но без биологи-

ческих жидкостей. 

Статистический анализ 

Анализы состояли из t-критериев Стьюдента для независимых выборок, ковариационного анализа t-

критериев Стьюдента с индексами исходного уровня, выступающими в качестве ковариат, а также кор-

реляционных анализов. В большинстве случаев использовали односторонние критерии, поскольку a pri-
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ori выдвигали гипотезу о том, что лошади, получающие обработку scAAV.eqIL-1Ra, будут иметь более 

низкие средние значения на основе используемых диагностических оценок, тем самым указывая направ-

ление "хвоста". Схема эксперимента представляла собой схему с использованием двухвыборочных по-

вторных измерений с использованием лошадей, случайным образом распределенных в группы обработки 

(Обработанные или Контроль). Данные анализировали с помощью t-критериев Стьюдента в нескольких 

независимых выборках. При ошибке I типа 0,05, 80% мощности и величине эффекта d = 1,3 (большой), в 

общей сложности в исследовании требовалось 20 лошадей для того, чтобы показать эффект обработки в 

любое время. Поскольку предполагали, что будут иметь место корреляции между измерениями исходно-

го уровня и повторными измерениями, мощность исследования превышала 80% с включением измере-

ний исходного уровня в качестве ковариат. 

Эффективность scAAV.eqIL-1Ra в модели ОА с остеохондралъным фрагментом С целью оценки 

функциональной возможности AAV-опосредованной экспрессии IL-1Ra использовали модель ОА с OCF, 

адаптированную на основе Frisbie et al. (14). Для этого исследования (представленного на диаграмме на 

фиг. 5A) 20 здоровых чистокровных лошадей случайным образом распределяли на равные группы: Об-

работанные и Контроль. В одном межзапястном суставе каждого животного выполняли 8 мм остеохонд-

ральное повреждение атроскопически в медиальной части лучевой запястной кости. Контралатеральный 

сустав параллельно артроскопически исследовали и он выступал в качестве имитационного функциони-

рующего внутреннего контроля. Через две недели после хирургического вмешательства (0-й день иссле-

дования) в сустав с OCF лошадей в группе Обработанные вводили инъекцию 5×10
12

 vg scAAV.eqIL-1Ra. 

Лошади в группе Контроль получали аналогичный объем инъекции солевого раствора. Через неделю 

(время, отводившееся для начала проявления трансгенной экспрессии IL-1Ra) лошадям устанавливали 

график спортивных тренировок в течение 10 недель, которые в контексте остеохондрального поврежде-

ния индуцируют патологии, соответствующие ранней стадии ОА. 

В конце спортивных тренировок межзапястные суставы животных оценивали артроскопически и 

остеохондральный фрагмент и прилегающую синовиальную оболочку извлекали для анализа. Поврежде-

ние очищали хирургическим путем и восстанавливали, а после выздоровления животных возвращали в 

стадо для исследования. 

Локальные и системные уровни eqIL-1Ra после внутрисуставной инъекции вектора Измерение с 

помощью ИФА синовиальных жидкостей из суставов с OCF группы Обработанные характеризовалось 

значительным повышением содержания eqIL-1Ra в течение всего 12-недельного исследования. Достигая 

среднего уровня 214 нг/мл через две недели после инъекции, продуцирование eqIL-1Ra составляло в ~4 

раза больше, чем при измерении в здоровых суставах, в которые вводили ту же самую дозу вируса (фиг. 

5B). В течение протокола тренировок экспрессия eqIL-1Ra постепенно снижалась, и на неделе 12 состав-

ляла ~59 нг/мл, что было близко к экспрессии, наблюдаемой в нормальных суставах. В синовиальных 

жидкостях из суставов с OCF группы Контроль, а также из имитационных функционирующих суставов 

обеих групп IL-1Ra сохранялся на уровнях до обработки в течение исследования и не превышал 1 нг/мл. 

Несмотря на то, что средние уровни eqIL-1Ra в суставах группы Обработанные характеризовались дос-

таточно сглаженной динамикой, экспрессия у отдельных животных была высоковариабельной (фиг. 5C), 

особенно в наиболее ранней временной точке, когда экспрессия характеризовалась более 230-кратным 

диапазоном варьирования более, а у одного животного превышала 930 нг/мл. В конце исследования зна-

чительная часть раннего варьирования исчезала, и диапазон варьирования сужался до ~30-кратного, при 

этом наиболее высокая экспрессия происходила при уровне 119 нг/мл. 

С целью анализа утечки трансгенного белка из сустава в каждый момент времени измеряли содер-

жание eqIL-1Ra в моче и сыворотке периферической крови. Уровень eqIL-1Ra в моче оставался устойчи-

во низким (< 3 нг/мл), при этом значимые различия между группами Обработанные и Контроль (фиг. 5D) 

отсутствовали. Аналогичным образом, средний уровень eqIL-1Ra в сыворотке крови оставался менее 4 

нг/мл для 9 из 10 лошадей в обеих группах (фиг. 5E). До инъекции одна лошадь из каждой из групп Об-

работанные и Контроль характеризовалась уровнями eqIL-1Ra в сыворотке крови, которые превышали 

100 нг/мл без очевидной причины (фиг. 5F). Несмотря на то, что уровни циркулирующего eqIL-1Ra у 

этих животных впоследствии возрастали до >500 нг/мл, не наблюдали никакого сопутствующего повы-

шения eqIL-1Ra в синовиальной жидкости сустава с OCF лошади из группы Контроль, или в имитацион-

ных функционирующих суставах этой или иной лошади, также уровень eqIL-1Ra у каждой устойчиво 

оставался на уровне ниже 1 нг/мл. Уровень эндогенного IL-1 в синовиальных жидкостях оставался ниже 

уровня детекции (16 пг/мл) во всех биологических жидкостях в течение всего исследования. Эти резуль-

таты свидетельствовали о том, что при указанных условиях обработки трансгенная экспрессия eqIL-1Ra 

функционально ограничена суставом и не повышает уровни IL-1Ra системно. В отличие от этого повы-

шения eqIL-1Ra в сыворотке крови в 200 раз выше нормы не оказывали заметного эффекта на содержа-

ние eqIL-1Ra в синовиальных жидкостях. 

В подтверждение результатов других авторов (27), повышение средних уровней нейтрализующих 

антител к AAV2.5 (NAb) со временем наблюдали как в сыворотке крови, так и в синовиальной жидкости 

лошадей, получавших вектор (фиг. 5G). Титр NAb в синовиальных жидкостях суставов, в которые вво-

дили вектор, был устойчиво выше, чем в крови. В жидкостях животных группы Контроль никаких NAb 
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не выявляли в какой-либо момент времени. 

Снижение хромоты, ассоциированное с обработкой scAAV.eqIL-1Ra 

С целью оценки влияния обработки на суставную боль хромоту передней конечности оценивали с 

помощью индекса хромоты и с помощью анализа движения с использованием беспроводной детекции 

прикрепленных инерционных датчиков (22, 23). Хромоту откладывали на графике в зависимости от вре-

мени в виде среднего процента по отношению к началу тренировок на неделе 1 после инъекции. По от-

ношению к группе Контроль, животные в группе Обработанные характеризовались постепенным, но 

прогрессивным снижением хромоты, определяемой с помощью обоих способов, которое достигало пика 

при 36% (P = 0,03) улучшении на неделе 10 на основании визуальной оценки (фиг. 6A, левая панель) и 

40% (P = 0,04) улучшении на неделях 10 и 11 на основании анализа движения (фиг. 6A, правая панель). В 

соответствии со снижением суставной боли на основании этих функциональных показателей, измерение 

содержания простагландина Е2 (PGE2) в жидкостях суставной оболочки характеризовалось >50% сни-

жением в группе Обработанные по сравнению с группой Контроль, начиная с недели 4 до завершения 

протокола (фиг. 6B). 

Доставка scAAV.eqIL-1Ra повышает репарацию острого остеохондралъного повреждения 

Рентгенологические нарушения наблюдали во всех суставах с OCF через две недели после хирур-

гического вмешательства и в конечной точке; однако анатомическая сложность запястного сустава в со-

четании с вариабельностью положений между сессиями визуализаций не позволяла проводить однород-

ные временные сравнения у лошадей. Магнитно-резонансные (MR) изображения, получаемые в одни и 

те же временные точки, обеспечивали более четкое представление об изменениях в патологии суставов, 

ассоциированных с каждым остеохондральным повреждением, способствуя сравнению индексов до об-

работки и в конечной точке через 12-недельный интервал для каждого индивидуума (24). Во всех случа-

ях изменения MR изображений главным образом обнаруживали медиально, вблизи хирургическим обра-

зом полученной трещины (фиг. 7A). Через две недели после повреждения четко определяемый сигнал 

высокой интенсивности определял границы каждого фрагмента в лучевой запястной кости и сопровож-

дался в варьирующей степени в суставах с OCF повышенной плотностью прилегающей костной ткани, 

региональным накоплением жидкости в костном мозге (отек костного мозга), суставным выпотом, сино-

виальной гиперплазией, а также фиброзной экспансией и отеком суставной капсулы. С помощью пред-

варительно определенных индексов (неделя 0) для этих патологий в качестве исходных уровней для ка-

ждой лошади выполняли ковариационный анализ с использованием MR изображений, полученных в ко-

нечной точке, с целью оценки эффектов обработки на морфологию суставов. Как отражено на фиг. 7A-

7B, обе группы характеризовались эквивалентными изменениями суставной капсулы, с аналогичным 

снижением капсулярного отека и повышением фиброзного уплотнения, что связывали главным образом 

с артроскопической процедурой и инфузией жидкости и в меньшей степени с остеохондральным повре-

ждением. В соответствии с противовоспалительными свойствами IL-1Ra, вводимого внутрисуставно, 

суставы с OCF в группе Обработанные характеризовались значимо сниженным суставным выпотом 

(34%, P = 0,008) и синовиальной пролиферацией (27%, P = 0,008) по сравнению с группой Контроль (фиг. 

7B). Группа Обработанные также характеризовалась 32% (P = 0,01) повышением репарации перелома и 

36% (P = 0,02) снижением отека костного мозга. Среди основных патологий, индуцируемых OCF, суста-

вы в группе Обработанные характеризовались 25% (P = 0,001) снижением суммарного индекса патоло-

гии по сравнению с группой Контроль (фиг. 7B). 

Артроскопические изображения, выполненные во время получения OCF и в конечной точке (непо-

средственно до хирургической репарации фрагмента), также были предоставлены в обезличенной форме 

для оценки патологий. Ковариантный анализ выполняли с использованием индексов до лечения (неделя -

2) в качестве исходного уровня (фиг. 8A-8B). Как изображено на фиг. 8A, эти результаты главным обра-

зом соответствовали результатам, полученным на основании MR изображений. Животные в группе Об-

работанные характеризовались значимым повышением репарации остеохондрального повреждения 

(29%, P = 0,03) и суставного хряща, прилегающего к трещине (17%, P = 0,02). Несмотря на наличие тен-

денций к улучшению суммарных индексов для хрящевой ткани и нормализации воспаления связок, они 

не достигали статистической значимости в индивидуальном отношении. В то же время в совокупности 

среди всех патологических параметров суставы с OCF в группе Обработанные характеризовались 24% (P 

= 0,04) улучшением суммарных индексов артроскопической патологии (фиг. 8A). В соответствии с этими 

данными, у 8/10 лошадей в группе Обработанные остеохондральные повреждения восстанавливались до 

степени, в которой требовалось извлечение изначально полученного фрагмента с помощью медицинско-

го долота. В отличие от этого, у 7/10 лошадей в группе Контроль, репарированная ткань была губчатой и 

мягкой во время испытания твердости вдавливанием, и фрагмент легко удаляли с помощью артроскопи-

ческого пинцета. 

Гистологическое исследование извлеченных фрагментов и прилегающих тканей синовиальной обо-

лочки характеризовалось значимыми различиями качества репарированной ткани на границе с повреж-

дением с OCF (фиг. 8B-8C). В соответствии с результатами артроскопии и MRI, в группе Обработанные 

костная ткань на поверхности раздела выглядела более зрелой, с более высокой минерализацией и обра-

зованием ламеллярной костной ткани с определяемыми остеонами (фиг. 8D). Репарированная ткань в 
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группе Контроль главным образом состояла из первичной незрелой костной ткани. Несмотря на то, что 

имела место тенденция к улучшению хрящевой ткани, индексы немного выходили за пределы диапазона 

статистической значимости (P = 0,06). Также наблюдали умеренные снижения средних индексов синови-

альной инфильтрации и фиброза, однако они также не были статистически значимыми. На основании 

оцениваемых критериев суставы группы Обработанные характеризовались 24% (P = 0,003) нормализаци-

ей общего индекса патологии по сравнению с необработанной группой Контроль (фиг. 8C). 

Ассоциация между уровнями eqIL-1Ra и суставной патологией 

Наблюдая повышенную активность GFP в суставах лошадей с естественно возникающим ОА (см., 

Пример 1), изучали ассоциацию между экспрессией eqIL-1Ra в суставах с OCF группы Обработанные и 

тяжестью суставной патологии во время инъекции. Проводя сравнение у каждого животного суммарных 

индексов MRI на неделе 0 с пиковыми уровнями eqIL-1Ra в синовиальной жидкости на неделе 2 после 

инъекции (фиг. 9A, левая панель) и средними уровнями eqIL-1Ra во время 10-недельного исследования 

(фиг. 9A, правая панель) у всех 10 лошадей значимой корреляции не отмечали. В то же время, если ло-

шадь с экспрессией eqIL-1Ra 930 нг/мл на неделе 2 рассматривали в качестве резкого отклоняющегося 

значения, то высокую прямую корреляцию обнаруживали между суставной патологией при инъекции и 

уровнем eqIL-1Ra, продуцируемого на неделе 2 (r = 0,80, P = 0,01), а также средними уровнями eqIL-1Ra 

во всех временных точках (r = 0,69, P = 0,03). Таким образом, для 90% животных имела место значимая 

прямая ассоциация между суставной патологией во время обработки и количеством трансгенного IL-1Ra, 

продуцируемого в суставе. 

Интересным является то, что в суставах с OCF группы Обработанные средние уровни IL-1Ra в си-

новиальной жидкости в течение 10-недельного исследования варьировали от ~6 до 159 нг/мл, при этом 

значимой корреляции с терапевтическим эффектом не наблюдали. График суммарных индексов MRI 

каждой лошади непосредственно перед инъекцией в зависимости от таковых в конечной точке иллюст-

рировал эффект обработки AAV.eqE.-1Ra по сравнению с солевым раствором (фиг. 9B). С помощью 

формул для линий наибольшего соответствия для групп Обработанные и Контроль, устойчивое 24-25% 

улучшение с использованием scAAV.eqIL-1Ra оценивали независимо от исходной патологии. Учитывая, 

что животные с наихудшими индексами суммарной патологии в целом продуцировали наиболее высокие 

уровни eqIL-1Ra (фиг. 9A), довольно устойчивый эффект обработки наблюдали у всех животных группы 

Обработанные независимо от конкретного количества продуцируемого IL-1Ra. Принимая во внимание 

вариабельность экспрессии трансгенов среди животных (фиг. 5A-5G и 9A), эти данные свидетельствуют 

о том, что для каждого животного уровень IL-1Ra, продуцируемого в каждом из суставов, получающих 

scAAV.eqIL-1Ra, достигал максимального уровня эффективности в указанной модельной системе. 

Эти исследования показали, что в крупном суставе млекопитающих прямая внутрисуставная AAV-

опосредованная доставка генов может приводить к повышению уровней устойчивого состояния секрети-

руемого гомологичного терапевтического продукта гена (IL-1Ra) в синовиальных жидкостях более чем в 

50 раз по сравнению с эндогенным фоновым значением. Несмотря на вариабельную экспрессию среди 

суставов группы Обработанные в контексте острого остеохондрального повреждения, длительное повы-

шение IL-1Ra обеспечивало значительный положительный эффект таким образом, что однократное вве-

дение AAV.IL-1Ra через две недели после повреждения приводило к снижению суставной боли и внут-

рисуставного воспаления и повышало эндогенную репарацию поврежденной костной ткани и прилегаю-

щей хрящевой ткани. 

В совокупности эти данные продемонстрировали, что AAV может обеспечивать длительную тера-

певтически релевантную экспрессию IL-1Ra в суставах, пропорциональных по размеру человеческому 

колену, и при применении вскоре после повреждения могут оказывать защитное действие от симптома-

тического развития острой модели пред-ОА. Кроме того, никакого побочного эффекта на вектор или 

трансген не наблюдали, и по меньшей мере в лошадиной системе внутрисуставная экспрессия IL-1Ra 

обеспечивала отсутствие видимого риска системной иммуносупрессии. 

Аналогично отчету Ishihara et al. (27), наблюдали повышение титра NAb после доставки вектора, 

как в синовиальной жидкости, так и в сыворотке крови. В то же время, учитывая видимую эффектив-

ность трансдукции суставных хондроцитов, которые, вероятно, представляют собой относительно ста-

бильную клеточную популяцию, частое повторное введение векторов может не быть необходимым. 

Кроме того, поскольку титр первичных антител снижается, то циркулирующие NAb при более низком 

титре могут быть неспособны к ингибированию супра-физиологического болюса вирионов AAV, достав-

ляемых внутрисуставно. 

Паттерны экспрессии генов 

Стандартные способы доставки лекарственных препаратов обеспечивают практикующего врача 

приемлемой степенью контроля в том отношении, что определенную дозу можно вводить для достиже-

ния прогнозируемого эффекта. При современной системе понятий клетки суставных тканей генетически 

модифицируют с помощью рекомбинантного вируса с целью непрерывного синтеза и секреции антиарт-

рического белка, IL-1Ra, в суставной щели и локальных тканях. В то же время, поскольку количество 

трансгенного IL-1Ra, продуцируемого в любое определенное время отражает совместный синтез моди-

фицированных клеток, присутствующих в суставе, уровни могут значительно варьировать (как на внут-
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рииндивидуальном уровне, так и на межиндивидуальном уровне) исходя из природы клеточных популя-

ций, изначально модифицированных вирусом и обеспечивающих изменения в своем составе и метаболи-

ческой активности. 

В этом отношении данные настоящего исследования касательно сустава лошади показали, что па-

тологический статус сустава во время лечения оказывает значительное прямое воздействие на экспрес-

сию трансгенов. Доставка AAV.IL-1Ra в воспаленные суставы с острым остеохондральным повреждени-

ем приводила к ~5-кратному повышению средних уровней IL-1Ra по сравнению с уровнем, наблюдае-

мым в здоровых суставах. Несмотря на то, что уровень IL-1Ra в синовиальной жидкости находился в 

более чем 100-кратном диапазоне в суставах с OCF через две недели после обработки, у 9 из 10 живот-

ных имела место высокая прямая корреляция между уровнем патологии (суммарным индексом MRI) во 

время инъекции и последующим продуцированием IL-1Ra. В соответствии со снижением воспаления и 

заживлением трещины, повышенная экспрессия IL-1Ra аналогичным образом постепенно снижалась и в 

12-недельной конечной точке достигала уровней, продуцируемых в нормальных суставах. 

IL-1Ra в качестве терапевтического гена при ОА 

В суставах, обработанных scAAV.eqIL-1Ra, наблюдали среднюю нормализацию патологии ~25% по 

отношению к группе Контроль. В соответствии с его ролью в качестве противовоспалительного средства 

(49), длительная сверхэкспрессия eqIL-1Ra приводила к повышению подвижности и снижению суставно-

го выпота и синовита. Несмотря на то, что имел место защитный эффект в хряще, прилегающем к по-

вреждению, эффект не распространялся на весь сустав. В данной острой модели повреждения дегенера-

ция хрящевой ткани, дистальной по отношению к остеохондральному повреждению, была умеренной, 

делая любые изменения, связанные с обработкой, сложными для выявления. В отношении способности 

этой обработки ингибировать эрозию хрящевой ткани, предполагается, что эффективность и безопас-

ность локальной доставки scAAV.eqIL-1Ra в модели хронического ОА в течение 12-месячного времен-

ного отрезка показали бы, что длительная экспрессия IL-1Ra приводит к более отдаленному хондропро-

текторному эффекту. 

Интересным является то, что несмотря на снижение PGE2 в синовиальной жидкости, группа Обра-

ботанные характеризовалась значимо повышенной репарацией остеохондральной трещины по сравне-

нию с группой Контроль. Данный результат, по-видимому, находится в противоречии с литературными 

данными, указывающими на жизненно важные функции циклооксигеназы-2 и простагландинов в репа-

рации трещин (50, 51). Однако эти молекулы главным образом способствуют острой воспалительной 

фазе заживления костной ткани, которая начинает завершаться через приблизительно 7-14 дней после 

повреждения, сменяясь репарационными процессами, связанными с клеточной дифференцировкой и 

синтезом матрикса (52). Несмотря на то, что острое воспаление требуется для инициации процесса репа-

рации, хроническое воспаление может препятствовать активации пути с участием Wnt/β-катенина и 

дифференцировке остеобластов, что ингибирует репарацию костной ткани (53, 54). Таким образом, в 

результате введения вектора через две недели после хирургического вмешательства снижение передачи 

воспалительного сигнала в результате сверхэкспрессии IL-1Ra, вероятно, способствовало дифференци-

ровке остеобластов во время фазы репарации, приводя к повышению заживления. В соответствующем 

порядке обработка AAV.IL-1Ra в аналогичном временном отрезке после повреждения сустава может 

обеспечивать терапевтические/профилактические эффекты при посттравматическом ОА, сочетая сниже-

ние воспаления и усиление репарации тканей с перспективной последующей хондропротекцией. 

Несмотря на внутрисуставную экспрессию IL-1Ra в широком диапазоне корреляцию между содер-

жанием eqIL-1Ra в синовиальном жидкости и терапевтическим эффектом не наблюдали. Это связывали с 

механизмом действия IL-1Ra в качестве конкурентного ингибитора рецептора IL-1 1 типа (4). Вследствие 

эффективности передачи сигнала с участием IL-1, IL-1Ra должен присутствовать в 100-1000-кратном 

избытке по сравнению с IL-1 для полного ингибирования его активности (55, 56). В суставах с OCF уро-

вень IL-1 в синовиальной жидкости был ниже предела обнаружения (16 пг/мл). Таким образом, в боль-

шинстве обработанных суставов, IL-1Ra присутствовал в 6000-кратном избытке по меньшей мере 400-

кратном избытке в суставах с наименее низкой экспрессией. 

Поскольку IL-1Ra не характеризуется каким-либо известным агонистическим эффектом (4), при до-

ступности рецепторы IL-1 становятся занятыми, и дополнительное количество IL-1Ra может не обеспе-

чивать дополнительного эффекта. Принимая во внимание эти аспекты, устойчивая ~24-25% нормализа-

ция патологии суставов, наблюдаемая в группе Обработанные, по-видимому отражала максимальный 

эффект, достигаемый в данной модели заболевания при данном способе доставки IL-1Ra. 

В целом эти данные свидетельствовали о том, что IL-1Ra является особенно пригодным для внут-

рисуставных видов генной терапии в случае ОА. Он не требует сложной регуляции, а только уровней 

синтеза выше терапевтического порога. При его достижении сверхпродуцирование имеет незначитель-

ное видимое побочное последствие, и, тем самым, является устойчивым к широкому варьированию, ас-

социированному с опосредованной вирусом доставкой генов in vivo. Данные указывают на то, что дос-

тавка гена IL-1Ra маловероятно приводит к излечению ОА, а только способна блокировать компонент 

передачи сигнала с участием IL-1 чрезвычайно сложного заболевания, вовлекающего масштабные пато-

логии и процессы, опосредованные на уровне тканей и организма. Тем не менее, поскольку IL-1 пред-
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ставляет собой первичный фактор, влияющий на воспалительный каскад, и играет важную роль во мно-

жестве эрозивных процессов при ОА, которые опосредованы на клеточном уровне, он имеет перспективу 

для обеспечения значительного полезного эффекта пациентам в широком спектре тяжести заболеваний. 

В совокупности данные указанного исследования показывают, что генная терапия с помощью ре-

комбинантного AAV может обеспечивать безопасную, длительную, эффективную доставку антиартриче-

ского белка в суставах человеческого размера. Более того, AAV.IL-1Ra, используемые вскоре после по-

вреждения сустава, могут приводить к снижению симптоматического развития в острой модели пред-

ОА. В отличие от любого существующего лечения, данный подход характеризуется способностью бло-

кировать болевые симптомы и эрозивное прогрессирование заболевания. На основании этих результатов 

можно сделать заключение, что AAV.IL-1Ra сочетает эффективность с подходящим уровнем безопасно-

сти, обеспечивая профиль, поддерживающий клиническое исследование при ОА человека и лошади. 

Пример 3. Получение кодон-модифицированной кДНК IL-1Ra человека кДНК антагониста рецеп-

тора интерлейкина-1 человека (IL-1Ra), который обеспечивал наиболее высокую экспрессию (секрецию) 

IL-1Ra из генетически. 

модифицированных клеток, получали с целью клинического применения в протоколе генной тера-

пии. С этой целью нативную последовательность кДНК кодон-модифицировали с помощью алгоритмов 

оптимизации для человека от двух компаний, выполняющих синтез ДНК, GeneScript и GeneArt. Две мо-

дифицированные последовательности IL-1Ra заказывали из GeneArt, с наличием и без наличия консен-

сусной последовательности Козак непосредственно выше сайта инициации трансляции. После получения 

синтетической кДНК все три направленно вставляли в сайты Sac II и Not I экспрессионной кассеты плаз-

миды pHpa-trs-SK, самокомплементарного (с двунитевой ДНК) варианта вектора AAV, сконструирован-

ного на основе генома AAV2, и трансформировали в бактериальные клетки Sure II. В указанной конст-

рукции экспрессия трансгена управлялась немедленно-ранним промотором/энхансером CMV. После 

проверки соответствующих вставок получали культуры из 3 новых конструкций в промышленных мас-

штабах, а также две предварительно существующие конструкции на основе вектора scAAV, содержащие 

a) нативную кДНК IL-1Ra человека, и b) кодирующую последовательность зеленого флуоресцентного 

белка (GFP). Плазмиды из каждой культуры выделяли и дважды очищали с помощью градиентов хлори-

да цезия. Концентрации каждого препарата ДНК определяли с помощью спектрофотометра и визуализа-

ции в агарозных гелях. 

С целью определения относительной экспрессии белка IL-1Ra из каждой конструкции эквивалент-

ные количества каждой плазмиды трансфицировали в клетки HEK 293 при ~70% конфлюентности. При-

мерно через 48 часов кондиционированную среду из каждой культуры извлекали и определяли содержа-

ние IL-1Ra человека с помощью ИФА с использованием коммерчески доступных наборов. На фиг. 10 

изображены средние уровни из трех трансфекций с использованием каждой плазмидной конструкции. 

Как и предполагали, определяемого уровня IL-1Ra в культурах, получавших плазмиду scAAV.GFP, не 

наблюдали. Экспрессия IL-1Ra из 3 кодон-модифицированных кДНК превышала таковую из нативной 

последовательности в ~2-4 раза. В то время как экспрессия IL-1Ra из обеих конструкций, синтезирован-

ных GeneArt, превышала таковую от GeneScript, кДНК от GeneArt с консенсусной последовательностью 

Козак обеспечивала наиболее высокую экспрессию IL-1Ra. 

С целью подтверждения результатов, наблюдаемых в клетках 293 (фиг. 10) в другой клеточной ли-

нии, равные количества векторных плазмид scAAV, содержащих кодон-модифицированные кДНК IL-

1Ra от GeneArt (с наличием и без наличия лидерной последовательности Козак), трансфицировали в 

культуры клеток остеосаркомы человека (OS) при ~75% конфлюентности. Параллельные культуры кле-

ток OS трансфицировали векторными плазмидами scAAV, содержащими кодирующие последовательно-

сти GFP или нативного IL-1Ra человека. Примерно через 48 ч кондиционированную среду из культур 

извлекали и определяли содержание IL-1Ra с помощью коммерчески доступного ИФА. На фиг. 11 изо-

бражены средние уровни из трех трансфекций с использованием каждой плазмиды. Аналогично таковой, 

наблюдаемой в клетках 293 (фиг. 10), экспрессия IL-1Ra человека из клеток OS, получавших модифици-

рованные конструкции, была значительно выше, чем таковая из нативной последовательности человека, 

с модифицированной последовательностью с последовательностью Козак, приводя к образованию наи-

более высоких уровней в целом. 

С целью исследования уровня экспрессии модифицированной кДНК IL-1Ra человека в контексте 

опосредованной вирусом доставки генов векторные плазмиды scAAV, содержащие кодирующие после-

довательности a) GFP, b) нативного IL-1Ra человека, и c) кодон-модифицированную последовательность 

IL-1Ra человека с лидерной последовательность Козак от GeneArt (opt + K), упаковывали в капсид 

AAV2. Титры соответствующих вирусных препаратов определяли как с помощью ПЦР-, так и с помо-

щью слот-блот-анализов. Культуры первичных синовиальных фибробластов человека инфицировали 

обоими вирусными препаратами IL-1Ra в диапазоне доз от 10
3
 до 10

5
 устойчивых к ДНКазе вирусных 

геномов (vg) на клетку. Параллельное инфицирование 10
5
 vg/клетка scAAV.GFP использовали в качестве 

отрицательного контроля. Через 5 дней после инфекции среду, кондиционированную инфицированными 

культурами, извлекали и анализировали в отношении содержания IL-1Ra с помощью ИФА. Как изобра-

жено на фиг. 12, клетки, инфицированные вектором на основе кодон-модифицированного IL-1Ra челове-
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ка, продуцировали более высокие уровни трансгенной IL-1Ra человека при всех вирусных дозах. 

На фиг. 13 изображено выравнивание нативной к ДНК IL-1Ra человека и кодон-модифицированной 

последовательности IL-1Ra, содержащей подчеркнутую последовательность Козак. Выравнивание пока-

зало, что в модификации изменяли 105 из 534 нуклеотидов в нативной последовательности кДНК IL-1Ra. 

Несмотря на то, что последовательность ДНК изменяли с целью повышения трансляции и экспрессии 

РНК IL-1Ra, аминокислотная последовательность транслированного белка была идентичной нативному 

белку. 

Литературные источники 
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Другие варианты осуществления 

Все из характеристик, раскрываемых в настоящем описании, могут быть комбинированы в любом 

сочетании. Каждая характеристика, раскрытая в настоящем описании, может быть заменена альтерна-

тивной характеристикой, предназначенной для выполнения той же самой, эквивалентной или аналогич-

ной цели. Таким образом, если явно не указано иное, то каждая раскрываемая характеристика представ-

ляет собой только пример характерной последовательности эквивалентных или аналогичных характери-

стик. Из приведенного выше описания специалист в данной области техники может легко установить 

необходимые характеристики настоящего раскрытия, и не отклоняясь от его сущности и объема, может 

выполнить различные изменения и модификации настоящего раскрытия для адаптации его к различным 

видам применения и условиям. Таким образом, другие варианты осуществления также находятся в объе-

ме формулы изобретения. 
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Эквиваленты 

Несмотря на то, что варианты осуществления настоящего изобретения были описаны и проиллюст-

рированы в данном документе, специалисты в данной области техники легко предусмотрят множество 

средств и/или структур для осуществления функции и/или получения результатов и/или одного или не-

скольких преимуществ, описываемых в данном документе, и каждое из таких вариаций и/или модифика-

ций описано в объеме вариантов осуществления настоящего изобретения, описываемых в данном доку-

менте. В более общем плане специалистам в данной области техники будет легко понять, что все пара-

метры, размеры, материалы и конфигурации, описываемые в данном документе, являются иллюстратив-

ными, и что фактические параметры, размеры, материалы и/или конфигурации будут зависеть от кон-

кретного применения или областей применения, для которых (используется)используются идея(идеи) 

настоящего изобретения. Специалистам в данной области техники будут понятны многие эквиваленты 

конкретных вариантов осуществления настоящего изобретения, описываемого в данном документе, или 

с помощью проведения только лишь обычных экспериментов они будут способны установить такие эк-

виваленты. Таким образом, следует понимать, что вышеизложенные варианты осуществления представ-

лены лишь в качестве примера и что в объеме прилагаемой формулы изобретения и эквивалентов к ней 

варианты осуществления настоящего изобретения могут применяться на практике иначе, чем так, как 

конкретным образом описано и представлено в формуле изобретения. Варианты осуществления настоя-

щего изобретения направлены на каждую отдельную характеристику, систему, изделие, материал, набор 

и/или способ, описываемые в данном документе. Кроме того, любая комбинация из двух или более таких 

свойств, систем, изделий, материалов и/или способов в случае, если такие свойства, системы, изделия, 

материалы, наборы и/или способы не являются взаимно противоречащими, включена в объем настояще-

го раскрытия. 

Все определения, определенные и использованные в данном документе, следует понимать в целях 

контроля за словарными определениями, определениями в документах, включенных посредством ссылки 

и/или обычных значений определяемых терминов. 

Все ссылки, патенты и заявки на патенты, раскрытые в данном документе, включены посредством 

ссылки по отношению к рассматриваемому вопросу, для которого каждое из них цитируется, что в неко-

торых случаях может охватывать полноту документа. 

Формы единственного числа, как используется в данном документе в описании и в формуле изо-

бретения, если отчетливо не указано противоположное, необходимо понимать как означающие "по мень-

шей мере одно". 

Фразу "и/или", используемая в данном документе в описании и в формуле изобретения, следует по-

нимать как обозначающую "любое из двух или оба вместе" из элементов таким образом сочетанных, на-

пример, элементов, которые совместно присутствуют в некоторых случаях и раздельно присутствуют в 

других случаях. Несколько элементов, приведенных с фразой "и/или", следует подразумевать тем же са-

мым образом, например, что и "один или несколько" из элементов, таким образом сочетанных. Могут 

необязательно присутствовать другие элементы, отличные от элементов, особым образом определяемых 

условием "и/или", связанных или несвязанных с этими элементами, особым образом определяемыми. 

Таким образом, в качестве неограничивающего примера отсылка на "A и/или B" при использовании в 

связи с открытой формулировкой, такой как "содержащий", может относиться в соответствии с одним 

вариантом осуществления только к A (при этом необязательно включаются элементы, отличные от B); в 

соответствии с другим вариантом осуществления только к B (при этом необязательно включаются эле-

менты, отличные от A); в соответствии с еще одним вариантом осуществления как к A, так и к B (при 

этом необязательно включаются другие элементы); и т.д. 

Как используется в настоящем описании и в формуле изобретения термин "или" необходимо пони-

мать как имеющую тоже самое значение, что и "и/или", как определено выше. Например, при разделении 

пунктов в перечне фраза "или" или "и/или" будет пониматься как включающая, т.е., включение по мень-

шей мере одного, но также включающая более одного, ряда или перечня из элементов, и необязательно 

дополнительных неприведенных пунктов. Только термины, явно указывающие на противоположное, 

такие как "только одно из" или "точно одно из" при использовании в формуле изобретения, "состоящий 

из" будет относиться к включению точно одного элемента из ряда или перечня элементов. Как правило, 

термин "или", используемый в данном документе, будет истолковываться только как указывающий на 

исключающие альтернативы (т.е., "одно или другое, но не оба") в случае, если ему предшествуют терми-

ны исключительности, такие как "либо", "один из", "только один из" или "точно один из". Термин "со-

стоящий по сути из" при использовании в формуле изобретения, будет иметь свое обычное значение, 

используемое в области патентного права. 

Используемую в данном документе в описании и в формуле изобретения фразу "по меньшей мере" 

по отношению к перечню из одного или нескольких элементов необходимо понимать как означающую 

по меньшей мере один элемент, выбранный из любого одного или нескольких элементов в перечне эле-

ментов, но необязательно включающую по меньшей мере одно из каждого и всякого элемента, особым 

образом представленного в перечне элементов, и не исключающую любые комбинации элементов в пе-

речне элементов. Это определение также допускает возможность того, что могут необязательно присут-
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ствовать элементы, отличные от элементов, особым образом определяемых в перечне элементов, к кото-

рым относится фраза "по меньшей мере один", вне зависимости от того связаны или не связаны они с 

этими элементами, особым образом определяемыми. Таким образом, в качестве неограничивающего 

примера "по меньшей мере одно из A и B" (или, что является эквивалентным "по меньшей мере одно из 

A или B", или, что является эквивалентным "по меньшей мере одно из A и/или B") может относиться в 

соответствии с одним вариантом осуществления по меньшей мере к одному, необязательно включающе-

му более одного, A, при этом B не присутствует (и необязательно включающему элементы, отличные от 

B); в соответствии с другим вариантом осуществления по меньшей мере к одному, необязательно вклю-

чающему более одного, B, при этом A не присутствует (и необязательно включающему элементы, от-

личные от A); в соответствии с еще одним вариантом осуществления по меньшей мере к одному, необя-

зательно включающему более одного, A, и по меньшей мере к одному, необязательно включающему бо-

лее одного, B (и необязательно включающему другие элементы); и т.д. 

Следует также понимать, что, если отчетливо не указано иное, в любых способах, заявляемых в 

данном документе, которые предусматривают более одной стадии или действия, порядок стадий или 

действий способа не обязательно ограничен порядком, при котором стадии или действия способа упомя-

нуты. 

В формуле изобретения, а также в описании выше, все переходные фразы, такие как "содержащий", 

"включающий", "несущий", "имеющий", "содержащий в себе", "включающий в себя", "удерживающий", 

"состоящий из" и т.п. следует понимать как открытые, т.е. они означают включение, но не ограничение. 

Только переходные фразы "состоящий из" и "состоящий по сути из" будут закрытыми или полузакрыты-

ми переходными фразами соответственно, как изложено в Руководстве по проведению патентной экс-

пертизы Патентного ведомства США, раздел 2111.03. Следует понимать, что также предусмотрены вари-

анты осуществления, описываемые в данном документе, в которых также используется открытая пере-

ходная фраза (например, "содержащий"), в соответствии с альтернативными вариантами осуществления, 

такими как "состоящий из" и "состоящий по сути из", характеристику описывают с помощью открытой 

переходной фразы. К примеру, если в настоящем раскрытии описана "композиция, содержащая А и B", 

то настоящее раскрытие также предусматривает альтернативные варианты осуществления "композиция, 

состоящая из A и B" и "композиция, состоящая по сути из A и B". 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтическая композиция для доставки субъекту кодон-модифицированного гена, коди-

рующего IL-1Ra, которая содержит частицу рекомбинантного аденоассоциированного вируса (rAAV), 

содержащую рекомбинантную нуклеиновую кислоту, содержащую кодон-модифицированный ген, коди-

рующий IL-1Ra человека, и фармацевтически приемлемый носитель, где уровень экспрессии IL-1Ra в 

клетках человека выше с указанной оптимизированной последовательностью по сравнению с последова-

тельностью IL1Ra дикого типа. 

2. Фармацевтическая композиция для доставки субъекту кодон-модифицированного гена, коди-

рующего IL-1Ra, которая содержит частицу рекомбинантного аденоассоциированного вируса (rAAV), 

содержащую рекомбинантную нуклеиновую кислоту, содержащую кодон-модифицированный ген, коди-

рующий лошадиный IL-1Ra (eqIL-1Ra), и фармацевтически приемлемый носитель, где кодон-

модифицированный ген содержит SEQ ID NO: 2. 

3. Фармацевтическая композиция по п.1, где кодон-модифицированный ген содержит SEQ ID NO: 

10. 

4. Фармацевтическая композиция по п.3, где кодон-модифицированный ген имеет последователь-

ность SEQ ID NO: 10. 

5. Фармацевтическая композиция по любому из предыдущих пунктов, в которой рекомбинантная 

нуклеиновая кислота дополнительно содержит последовательность Козак непосредственно выше сайта 

инициации трансляции кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra, где последовательность 

Козак представляет собой GCCACC. 

6. Фармацевтическая композиция по п.5, в которой рекомбинантная нуклеиновая кислота содержит 

последовательность SEQ ID NO: 3 или SEQ ID NO: 11. 

7. Фармацевтическая композиция по любому из предыдущих пунктов, дополнительно содержащая 

промотор выше кодон-модифицированного гена, кодирующего IL-1Ra. 

8. Фармацевтическая композиция по п.7, где промотор представляет собой немедленно-ранний 

промотор/энхансер цитомегаловируса (CMV). 

9. Фармацевтическая композиция по любому из предыдущих пунктов, где rAAV принадлежит к се-

ротипу 2 или 2.5. 

10. Фармацевтическая композиция по любому из предыдущих пунктов, где rAAV является само-

комплементарным (scAAV2 или scAAV2.5). 

11. Фармацевтическая композиция по любому из предшествующих пунктов, где фармацевтически 

приемлемый носитель представляет собой стерильную жидкость. 
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12. Фармацевтическая композиция по п.9, где стерильная жидкость включает воду, масло или фи-

зиологический раствор. 

13. Фармацевтическая композиция по любому из предшествующих пунктов, дополнительно содер-

жащая липосому, липид, липидный комплекс, микросферу, микрочастицу, наносферу или наночастицу. 

14. Способ лечения дегенеративного патологического состояния крупных опорных суставов, при 

этом указанный способ предусматривает введение субъекту, нуждающемуся в этом, композицию по лю-

бому из пп.1, 3-13 внутрисуставно, где субъект представляет собой человека. 

15. Способ лечения дегенеративного патологического состояния крупных опорных суставов, при 

этом указанный способ предусматривает введение субъекту, нуждающемуся в этом, композицию по лю-

бому из пп.2, 5-13 внутрисуставно, где субъект представляет собой лошадь. 

16. Способ по пп.14-15, где дегенеративное патологическое состояние крупных опорных суставов 

представляет собой остеоартрит. 

17. Способ лечения по пп.14-16, который характеризуется снижением уровня синовиального выпо-

та, воспаления суства, суммарного индекса MRI патологии суставов и уровня повреждения хрящевой 

ткани. 

18. Способ по любому из пп.14-17, отличающийся тем, что в сустав вводят от 1×10
10

 до 1×10
13

 ви-

русных геномов (vgs). 

19. Способ по п.18, в котором в сустав вводят от 1×10
10

 до 9×10
11

 вирусных геномов (vgs). 

20. Способ по п.18, в котором в сустав вводят от 1×10
10

 до 5×10
11

 вирусных геномов (vgs). 

21. Способ по п.18, в котором в сустав вводят от 5×10
10

 до 5×10
11

 вирусных геномов (vgs). 

22. Способ по любому из пп.14-21, в котором объем, вводимый в сустав, составляет 1-20 мл. 

23. Способ по п.22, в котором объем, вводимый в сустав, составляет 5-20 мл. 

24. Способ по п.22, в котором объем, вводимый в сустав, составляет 1-10 мл. 

25. Способ по п.22, в котором объем, вводимый в сустав, составляет 5-10 мл. 

26. Способ по любому из пп.12-23, где частицу rAAV вводят с помощью внутрисуставной инъек-

ции. 

 
Фиг. 1 



038300 

- 34 - 

 
Фиг. 2 

 

 
Фиг. 3 



038300 

- 35 - 

 
Фиг. 4 



038300 

- 36 - 

 
Фиг. 5 

 

 
Фиг. 6A 



038300 

- 37 - 

 
Фиг. 6B 

 

 
Фиг. 7A 

 

 
Фиг. 7B 

 

 
Фиг. 8 



038300 

- 38 - 

 
Фиг. 9A 

 

 
Фиг. 9B 

 

 
Фиг. 10 

 

 
Фиг. 11 



038300 

- 39 - 

 
Фиг. 12 

 

 
Фиг. 13 

 

Евразийская патентная организация, ЕАПВ 

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


	Bibliographic data
	Abstract
	Description
	Claims
	Drawings

