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(57) Изобретение относится к лентивирусным векторам для генной терапии, псевдотипированным
гемагглютинин-нейраминидазой (HN) и гибридными (F) белками из респираторного
парамиксовируса, содержащим промотор и трансген; и способам их получения. Настоящее
изобретение также относится к применению указанных векторов в генной терапии, в частности
для лечения заболеваний дыхательных путей, таких как муковисцидоз (КФ), способу лечения таких
заболеваний, клетке-хозяину и композиции для применения в генной терапии.
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Настоящее изобретение относится к лентивирусным векторам для переноса генов, псевдотипиро-

ванным гемагглютинин-нейраминидазой (HN) и гибридными (F) белками из респираторного парамиксо-

вируса, содержащим промотор и трансген; и способам их получения. Настоящее изобретение также от-

носится к применению указанных векторов в генной терапии, в частности для лечения заболеваний ды-

хательных путей, таких как муковисцидоз (MB). 

Предшествующий уровень техники 

Лентивирусы принадлежат к роду вирусов семейства Retroviridae и характеризуются длительным 

периодом инкубации. Лентивирусы могут доставлять значительное количество вирусной РНК в ДНК 

клетки-хозяина и имеют уникальную способность среди ретровирусов, обладая свойством инфицировать 

неделящиеся клетки, таким образом, они являются одним из наиболее эффективных методов создания 

вектора доставки гена. 

Лентивирусные векторы, в особенности те, что получены из ВИЧ-1, являются широкоисследуемы-

ми и часто применяемыми векторами. Эволюция остова лентивирусных векторов и способность вирусов 

доставлять молекулы рекомбинантных ДНК (трансгены) в клетки-мишени привели к их применению во 

многих направлениях практического использования. Два возможных направления использования вирус-

ных векторов включают восстановление функциональных генов в генетической терапии и получение 

рекомбинантных белков in vitro. 

Псевдотипирование представляет собой процесс получения вирусов или вирусных векторов в ком-

бинации с чужеродными белками вирусной оболочки. Сами по себе чужеродные белки вирусной обо-

лочки могут использоваться для изменения тропизма хозяина или увеличенной/уменьшенной стабильно-

сти вирусных частиц. Например, псевдотипирование позволяет устанавливать характер белков оболочки. 

Часто используемым белком является гликопротеин G вируса везикулярного стоматита (VSV), сокра-

щенно VSV-G. 

Понятно, что для эффективной и контролируемой ретровирусной экспрессии трансгена требуется 

присутствие интронных последовательностей. Однако введение таких интронов в ретровирусные векто-

ры включает усложненные и требующие больших затрат времени способы вследствие используемых 

многостадийных процессов. 

До настоящего времени вирусные агенты переноса генов были неприменимыми для лечения забо-

леваний, без трансдукции популяций стволовых клеток, вследствие адаптивного иммунного ответа хо-

зяина, который препятствует успешному повторному введению. 

Более того, перенос гена к эпителию дыхательных путей оказался более трудным, чем первона-

чально предполагали. Например, применение лентивирусных псевдотипов, для которого требуется раз-

рушение эпителиальной целостности, чтобы осуществить трансдукцию в дыхательные пути, например, 

посредством использования детергентов, таких как лизофосфатидилхолин или этиленгликоль-бис(2-

аминоэтиловый эфир)-N,N,N'N'-тетрауксусная кислота, было связано с повышенным риском сепсиса. 

Одним примером клинической ситуации, которая могла бы получить благоприятный эффект от пе-

реноса генов в эпителий дыхательных путей является лечение муковисцидоза (MB). MB является ле-

тальным генетическим расстройством, вызываемым мутациями в гене регулятора трансмембранной про-

водимости при MB (CFTR), который действует в качестве хлоридного канала в эпителиальных клетках 

дыхательных путей. MB характеризуется рецидивирующими инфекциями дыхательных путей, увели-

ченными секрециями дыхательных путей и, в конечном итоге, дыхательной недостаточностью. В Вели-

кобритании в настоящее время средний возраст умерших составляет ~25 лет. Для большинства геноти-

пов не существует терапий, нацеленных на базовый дефект; применяемые в настоящее время терапии 

для облегчения симптомов требуют часов самостоятельно вводимого лечения ежедневно. Генная терапия 

в отличие от низкомолекулярных лекарственных средств является независимой от мутационного класса 

CFTR и является, таким образом, применимой ко всем пораженным MB индивидуумам. Однако до на-

стоящего времени ни один вирусный вектор не соответствовал требованиям для клинического примене-

ния, то же самое относится к другим заболеваниям, конкретно многим другим заболеваниям дыхатель-

ных путей. 

В этой связи сталкиваются по меньшей мере с тремя основными проблемами. Эффективность пере-

носа генов обычно является низкой, по меньшей мере отчасти, поскольку соответствующие рецепторы 

для многих вирусных векторов, по всей видимости, преобладающим образом локализованы на базолате-

ральной поверхности эпителия дыхательных путей. Во-вторых, проницаемость слизистого слоя дыха-

тельных путей обычно является низкой. В конечном счете, способность к повторному введению вирус-

ных векторов, обязательная для долговременной обработки самообновляющегося эпителия, является 

ограниченной. 

Введение векторов для клинического применения является еще одним актуальным фактором. Сле-

довательно, для эффективности лечения должна поддерживаться вирусная стабильность при использова-

нии клинически значимых устройств (например, бронхоскопа и небулайзера). 

Еще одним примером потенциальной мишени для генной терапии является недостаточность α1-

антитрипсина (А1АТ). 

Недостаточность А1АТ представляет собой наследственное нарушение, которое может вызывать 
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заболевание легких и заболевание печени. Симптомы включают одышку/свистящее дыхание, понижен-

ную способность к физической нагрузке, потерю массы тела, рецидивирующие респираторные инфек-

ции, утомляемость и учащенное сердцебиение при стоянии. У страдающих индивидуумов часто развива-

ется эмфизема. Приблизительно у 10-15% пациентов с недостаточностью А1АТ развивается заболевание 

печени. Индивидуумы с недостаточностью А1АТ также имеют риск развития гепатоклеточной карцино-

мы. 

А1АТ представляет собой секретируемый белок, вырабатываемый, в основном, в печени и затем 

переносимый в легкие, причем более мелкие количества также продуцируются в самих легких. Основной 

функцией А1АТ является связывать и нейтрализовать нейтрофил-эластазу. Генная терапия А1АТ, веро-

ятно, будет иметь терапевтическое значение у пациентов с недостаточностью А1АТ, MB и хроническим 

обструктивным заболеванием легких (ХОБЛ), где повышение или введение А1АТ может улучшить 

функцию легких. 

Терапия А1АТ также является потенциально ценной для лечения нереспираторных/нелегочных за-

болеваний, таких как диабет типа 1 и типа 2, острый инфаркт миокарда, ревматоидный артрит, воспали-

тельное заболевание кишечника, отторжение трансплантата, реакция трансплантат против хозяина 

(GvH), рассеянный склероз и инфекции, особенно вирусные инфекции, вследствие воздействия недоста-

точности А1АТ на другие ткани/органы, такие как печень и поджелудочная железа (см., например, Lewis 

Mol. Med. 2012; 18:957-970, которая включена в данное описание посредством ссылки). 

Недостаточность А1АТ является привлекательным целевым заболеванием для генной терапии, по-

скольку терапевтические пороговые уровни являются хорошо определенными. Сравнение уровней А1АТ 

у субъектов с риском развития эмфиземы/ХОБЛ позволило определить защитный пороговый уровень, 

равный 11 мкМ в сыворотке, причем уровни ниже 11 мкМ используют в качестве пороговых значений 

для инициации стимулирующей белковой терапии, где это является доступным. Уровни А1АТ в лаваж-

ной жидкости дыхательных путей составляют только ~10% от сывороточного уровня, поскольку эпите-

лий легких создает барьер, и терапевтическое пороговое значение в лаважной жидкости поверхности 

дыхательных путей, следовательно, считают равным 1,1 мкМ (см. Ferraroti et al. Thorax. 2012 Aug; 

67(8):669-74 и Abusriwil & Stockley 2006 Current Opinion in Pulmonary Medicine 12:125-131, каждая из 

которых включена в настоящее описание посредством ссылки). 

Шесть разрешенных FDA к применению промышленно выпускаемых лекарственных форм белка 

А1АТ, выделенного из объединенной крови человека, находят клиническое применение в США для ле-

чения пациентов с тяжелой недостаточностью А1АТ (посредством еженедельных внутривенных инъек-

ций). Ферментозаместительная терапия (ERT) является дорогостоящей (~100000 долларов/год), и не-

смотря на то, что биохимическая эффективность действия для стимулирующей белковой терапии ERT 

была доказана, доказательство эффективности в клинической практике является значительно более труд-

ным. ERT A1AT в настоящее время недоступна во всех странах и в настоящее время является недоступ-

ной в Великобритании. Кроме того, используя принятые в настоящее время терапии, трудно достигнуть 

достаточных перманентных тканевых уровней, что может отчасти являться причиной ограниченной эф-

фективности в клинической практике, наблюдаемой до настоящего времени. 

Другие привлекательные мишени для генной терапии включают сердечно-сосудистые заболевания 

и заболевания крови, в частности нарушения, связанные с недостаточной свертываемостью крови, такие 

как гемофилия (А и В), болезнь фон Виллебранда и недостаточность фактора VII. 

Гемофилия, в частности гемофилия А, является привлекательной мишенью для генной терапии. 

Гемофилия А представляет собой наследственное нарушение гемостаза, вызванное недостаточностью 

или мутацией фактора VIII (FVIII). Его наследование связано с полом, причем почти все пациенты явля-

ются мужчинами. Кровотечение обычно происходит в суставы. Кровотечение в мышцы, слизистую ткань 

и центральную нервную систему (ЦНС) является нетипичным, но может происходить. Тяжесть заболе-

вания является обратно пропорциональной уровню FVIII: менее чем 1% (<0,01 МЕ/мл) приводит к тяже-

лому заболеванию, с кровотечением после минимального повреждения; между 1-5% (0,01-0,05 МЕ/мл) 

вызывает умеренное заболевание, с кровотечением после легкого повреждения; и более чем 5% (>0,05 

МЕ/мл) вызывает легкое заболевание, с кровотечением только после значительной травмы или хирурги-

ческого вмешательства. 

Соответственно, существует потребность в векторе для генной терапии, который сделает возмож-

ным избежать одну или несколько проблем, описанных выше. 

Краткое описание сущности изобретения 

Авторы настоящего изобретения разработали лентивирусный вектор, который был псевдотипиро-

ван гемагглютинин-нейраминидазой (HN) и гибридными (F) белками из респираторного парамиксовиру-

са, содержащий промотор и трансген. Обычно остов вектора состоит из вируса иммунодефицита обезьян 

(SIV), такого как SIV1 или вируса SIV иммунодефицита африканской зеленой мартышки (SIV-AGM). 

Предпочтительно остов вирусного вектора по изобретению берется из SIV-AGM. HN и F-белки функ-

ционируют, соответственно, чтобы присоединиться к сиаловым кислотам, и опосредуют слияние клеток 

для вхождения вектора в клетки-мишени. Авторы настоящего изобретения обнаружили, что этот специ-

фически F/HN-псевдотипированный лентивирусный вектор может эффективно трансдуцироваться в эпи-
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телий дыхательных путей, приводя в результате к экспрессии трансгена, перманентной в течение перио-

дов, находящихся за пределами предполагаемой продолжительности жизни эпителиальных клеток дыха-

тельных путей. Важно отметить, что авторы настоящего изобретения также обнаружили, что повторное 

введение не приводит к потере эффективности действия. Эти признаки делают векторы согласно на-

стоящему изобретению привлекательными кандидатами для лечения заболеваний посредством их при-

менения в экспрессии терапевтических белков: (i) внутри клеток дыхательных путей; (ii) секретируемых 

в просвет дыхательных путей и (iii) секретируемых в систему кровообращения. 

Настоящее изобретение направлено на удовлетворение одной или нескольких из указанных выше 

потребностей и относится к лентивирусным векторам, псевдотипированным с использованием гемагглю-

тинин-нейраминидазы (HN) и гибридных (F) белков из респираторного парамиксовируса, содержащие 

промотор и трансген. В одном варианте осуществления промотор предпочтительно представляет собой 

гибридный энхансер человеческого CMV/промотор EF1a (hCEF). Настоящее изобретение также относит-

ся к способам получения указанных векторов, композициям, содержащим указанные векторы, и их при-

менению в терапии. 

Векторы согласно настоящему изобретению обеспечивают более высокую и перманентную экс-

прессию гена посредством эффективного переноса генов. Идентифицированные выше проблемы реша-

ются настоящим изобретением, которое предоставляет F/HN-псевдотипированные лентивирусные векто-

ры, которые обладают способностью к (i) трансдукции в воздухоносные пути без разрушения эпители-

альной целостности; (ii) персистирующей экспрессии гена; (iii) отсутствию хронической токсичности и 

(iv) эффективному повторному введению. 

Долговременная/персистирующая стабильная экспрессия гена, предпочтительно на терапевтически 

эффективном уровне, может достигаться с использованием повторных доз вектора настоящего изобрете-

ния. Альтернативно, чтобы достичь желательной долговременной экспрессии, может применяться одно-

кратная доза. 

В отличие от известных лентивирусных векторов, лентивирусные векторы по изобретению прояв-

ляют эффективное включение в клетки дыхательных путей, увеличенную экспрессию трансгена и не 

страдают потерей эффективности при повторном введении. 

Таким образом, преимущественно, лентивирусные векторы согласно настоящему изобретению мо-

гут использоваться в генной терапии. Как пример, свойства эффективного включения векторов по изо-

бретению в клетки дыхательных путей делают их в высокой степени подходящими для лечения заболе-

ваний дыхательных путей. Лентивирусные векторы по изобретению могут также использоваться в мето-

дах генной терапии, чтобы стимулировать секрецию терапевтических белков. Как дополнительный при-

мер, изобретение относится к секреции терапевтических белков в просвет дыхательных путей или систе-

мы кровообращения. Таким образом, введение вектора по изобретению и его включение в клетки дыха-

тельных путей могут обеспечить использование легких (или носа или дыхательных путей) в качестве 

"фабрики" для производства терапевтического белка, который затем секретируется и попадает в общее 

кровообращение при терапевтических уровнях, где он может перемещаться к клеткам/тканям, представ-

ляющим интерес, чтобы оказать терапевтическое воздействие. В отличие от внутриклеточных или мем-

бранных белков, выработка таких секретируемых белков не основывается на специфичных для заболева-

ния клетках-мишенях, являющихся трансдуцированными, что является значительным преимуществом, и 

достигает высоких уровней экспрессии белка. Таким образом, другие заболевания, которые не являются 

заболеваниями дыхательных путей, такие как сердечно-сосудистые заболевания и заболевания крови, в 

особенности нарушения, связанные с недостаточной свертываемостью крови, могут также подвергаться 

лечению векторами настоящего изобретения. 

В качестве примера α-1 антитрипсин (А1АТ) представляет собой секретируемую антипротеазу, ко-

торая продуцируется в основном в печени и затем перемещается в легкие, причем более мелкие количе-

ства также продуцируются в самом легком. Основной функцией А1АТ является связывать и нейтрализо-

вать/ингибировать нейтрофил-эластазу. Генная терапия с использованием А1АТ, согласно настоящему 

изобретению, имеет отношение к пациенту с недостаточностью А1АТ, а также пациенту с другими забо-

леваниями легких, таким как муковисцидоз или хроническое обструктивное заболевание легких (ХОБЛ), 

и дает возможность преодолеть некоторые проблемы, с которыми сталкивается ферментозаместительная 

терапия. 

Авторы настоящего изобретения ранее продемонстрировали, что существует значительная корре-

ляция между нейтрофил-эластазой (NE) и А1АТ в образцах мокроты от пациентов с муковисцидозом, 

показывающая, что организм вырабатывает А1АТ в ответ на стимуляцию NE. Авторы настоящего изо-

бретения также показали, что существует статистически значимая корреляция между NE и показателем 

легочного очищения, маркером заболевания мелких дыхательных путей, означая, что увеличенная NE 

имеет отрицательное воздействие на функцию легких. Как показано в настоящем описании, авторы изо-

бретения в настоящее время неожиданно продемонстрировали, что лентивирусные векторы по изобрете-

нию могут достигать высоких концентраций А1АТ и долговременной (по меньшей мере 90 дней) экс-

прессии А1АТ in vivo. Таким образом, генная терапия с использованием А1АТ может нейтрализовать 

NE, улучшая функцию легких пациентов с муковисцидозом и/или ХОБЛ (и обладая терапевтическим 
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эффектом для других показаний, как описано в настоящем документе). Соответственно, настоящее изо-

бретение относится к применению лентивирусного вектора, описанного в настоящем описании, для вве-

дения трансгена А1АТ и генной терапии состояний, включающих, но не ограниченных перечисленными, 

недостаточность А1АТ, муковисцидоз и/или ХОБЛ. Введение лентивирусного А1АТ непосредственно в 

назальный эпителий и/или легкое может преодолеть несколько ограничений, с которыми в настоящее 

время сталкивается ферментозаместительная терапия (А1АТ, выделенный из человеческой крови и вво-

димый внутривенно каждую неделю), обеспечивая стабильную, продолжительную экспрессию в ткани-

мишени (легкое/назальный эпителий), простоту введения и неограниченную доступность. 

В нескольких вариантах осуществления трансдукция с использованием лентивирусного вектора по 

изобретению приводит к секреции рекомбинантного белка в просвет легкого, а также в кровообращение. 

Одним благоприятным эффектом этого является то, что терапевтический белок достигает интерстици-

альной ткани. В случае недостаточности А1АТ этот эффект является преимущественным, поскольку ин-

гибирование NE также требуется на данном участке. Генная терапия А1АТ может, следовательно, также 

быть благоприятной при показаниях для других заболеваний, неограничивающие примеры которых 

включают диабет типа 1 и типа 2, острый инфаркт миокарда, ишемическую болезнь сердца, ревматоид-

ный артрит, воспалительное заболевание кишечника, отторжение трансплантата, реакцию трансплантат 

против хозяина (GvH), рассеянный склероз, заболевание печени, цирроз, васкулиты и инфекции, такие 

как бактериальные и/или вирусные инфекции. 

А1АТ имеет многочисленные другие противовоспалительные и тканезащитные эффекты, например, 

на доклинических моделях диабета, реакции трансплантат против хозяина и воспалительного заболева-

ния кишечника. Выработка А1АТ в легких и/или носу после трансдукции согласно настоящему изобре-

тению может, следовательно, быть более широко применимой, с включением этих показаний. 

Другие примеры заболеваний, которые могут подвергаться лечению с использованием генной тера-

пии секретируемым белком, согласно настоящему изобретению влючают сердечно-сосудистые заболе-

вания и заболевания крови, в особенности нарушения, связанные с недостаточной свертываемостью кро-

ви, такие как гемофилия (A и В), болезнь фон Виллебранда и недостаточность фактора VII. 

В нескольких вариантах осуществления гемофилия А может подвергаться лечению согласно на-

стоящему изобретению. Тяжесть заболевания является обратно пропорциональной уровню FVIII, и уве-

личение FVIII, равное 2-5% (0,02-0,05 МЕ/мл), является достаточным, чтобы быть терапевтически эф-

фективным. 

В нескольких вариантах осуществления нос является предпочтительным участком продуцирования 

для терапевтического белка с использованием вектора по изобретению для генной терапии вследствие по 

меньшей мере одной из следующих причин: (i) внеклеточные барьеры, такие как воспалительные клетки 

и мокрота, являются наименее выраженными в носу; (ii) простота введения вектора; (iii) более мелкие 

количества требуемого вектора и (iv) этические соображения. Таким образом, трансдукция назальных 

эпителиальных клеток с использованием лентивирусного вектора по изобретению может приводить к 

эффективной (на высоком уровне) и продолжительной экспрессии терапевтического трансгена, пред-

ставляющего интерес. 

Векторы согласно настоящему изобретению обеспечивают долговременную экспрессию гена, при-

водящую к долговременной экспрессии терапевтического белка. Как описано в настоящем описании, 

фразы "долговременная экспрессия", "перманентная экспрессия" и "персистирующая экспрессия" ис-

пользуют взаимозаменяемо. Долговременная экспрессия согласно настоящему изобретению означает 

экспрессию терапевтического гена и/или белка, предпочтительно на терапевтических уровнях, в течение 

по меньшей мере 45 дней, по меньшей мере 60 дней, по меньшей мере 90 дней, по меньшей мере 120 

дней, по меньшей мере 180 дней, по меньшей мере 250 дней, по меньшей мере 360 дней, по меньшей ме-

ре 450 дней, по меньшей мере 730 дней или более. Предпочтительно долговременная экспрессия означа-

ет экспрессию в течение по меньшей мере 90 дней, по меньшей мере 120 дней, по меньшей мере 180 

дней, по меньшей мере 250 дней, по меньшей мере 360 дней, по меньшей мере 450 дней, по меньшей ме-

ре 720 дней или более, более предпочтительно по меньшей мере 360 дней, по меньшей мере 450 дней, по 

меньшей мере 720 дней или более. Эта долговременная экспрессия может быть достигнута посредством 

повторных доз или однократной дозы. 

Повторяющиеся дозы могут вводиться дважды в день, ежедневно, дважды в неделю, еженедельно, 

ежемесячно, каждые два месяца, каждые три месяца, каждые четыре месяца, каждые шесть месяцев, еже-

годно, каждые два года или более. Дозирование может продолжаться настолько долго, насколько требу-

ется, например в течение по меньшей мере шести месяцев, по меньшей мере одного года, двух лет, трех 

лет, четырех лет, пяти лет, десяти лет, пятнадцати лет, двадцати лет или более, вплоть до всего времени 

жизни пациента, подлежащего лечению. 

Лентивирусные векторы, такие как векторы по изобретению, могут интегрироваться в геном транс-

дуцируемых клеток и приводить к долговременной экспрессии, что делает их подходящими для транс-

дукции стволовых клеток/клеток-предшественников. В легких некоторые типы клеток с регенеративной 

способностью были идентифицированы как ответственные за поддержание специфичных последова-

тельностей клеточных поколений в дыхательных путях и альвеолах. Такие типы включают базальные 
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клетки и подслизистые клетки протока железы в верхних дыхательных путях, клетки Клара и нейроэн-

докринные клетки в бронхиолярных воздухоносных путях, бронхоальвеолярные стволовые клетки в тер-

минальных бронхиолах и пневмоциты типа II в альвеолах. Следовательно и без ограничения теорией, 

полагают, что векторы согласно настоящему изобретению вызывают долговременную генную экспрес-

сию трансгена, представляющего интерес, посредством введения трансгена в одну или несколько долго-

живущих эпителиальных клеток или один или несколько типов клеток дыхательных путей, таких как 

базальные клетки и подслизистые клетки протока железы верхних дыхательных путей, клетки Клара и 

нейроэндокринные клетки в бронхиолярных воздухоносных путях, бронхоальвеолярные стволовые клет-

ки в терминальных бронхиолах и пневмоциты типа II в альвеолах. 

Соответственно, лентивирусные векторы по изобретению могут трансдуцировать одну или не-

сколько клеток или линий клеток с регенеративным потенциалом внутри легкого (включая дыхательные 

пути) для достижения долговременной экспрессии гена. В предпочтительном варианте осуществления 

лентивирусный вектор изобретения трансдуцирует базальные клетки, такие как клетки верхних дыха-

тельных путей/дыхательных путей. Базальные клетки играют главную роль в процессах эпителиального 

поддержания и восстановления после повреждения. Кроме того, базальные клетки являются широко рас-

пределенными вдоль человеческого респираторного эпителя, с относительным распределением от 30% 

(крупные воздухоносные пути) до 6% (мелкие воздухоносные пути). 

Лентивирусные векторы по изобретению могут использоваться для трансдукции изолированных и 

размноженных стволовых клеток/клеток-предшественников ex vivo до введения пациенту. Предпочти-

тельно лентивирусные векторы по изобретению используют для трансдукции клеток в легких (или дыха-

тельных путях) in vivo. 

Векторы согласно настоящему изобретению обеспечивают высокие уровни экспрессии гена, приво-

дящие в результате к высоким уровням (предпочтительно терапевтическим уровням) экспрессии тера-

певтического белка. Экспрессию можно измерить любым подходящим методом (качественным или ко-

личественным, предпочтительно количественным), и концентрации могут быть приведены в любых со-

ответствующих единицах измерения, например нг/мл. Высокий уровень экспрессии согласно настояще-

му изобретению может означать экспрессию терапевтического гена и/или белка при концентрации, рав-

ной по меньшей мере 10 нг/мл, по меньшей мере 20 нг/мл, по меньшей мере 30 нг/мл, по меньшей мере 

40 нг/мл, по меньшей мере 50 нг/мл, по меньшей мере 60 нг/мл, по меньшей мере 70 нг/мл, по меньшей 

мере 80 нг/мл, по меньшей мере 90 нг/мл, по меньшей мере 100 нг/мл, по меньшей мере 200 нг/мл, по 

меньшей мере 300 нг/мл, по меньшей мере 400 нг/мл, по меньшей мере 500 нг/мл, по меньшей мере 600 

нг/мл, по меньшей мере 700 нг/мл, по меньшей мере 800 нг/мл, по меньшей мере 900 нг/мл, по меньшей 

мере 1000 нг/мл, по меньшей мере 2000 нг/мл, по меньшей мере 3000 нг/мл, по меньшей мере 4000 нг/мл, 

по меньшей мере 5000 нг/мл, по меньшей мере 10000, по меньшей мере 15000 нг/мл, по меньшей мере 

20000 нг/мл или более. Терапевтическая экспрессия может быть задана с использованием таких же зна-

чений. 

Лентивирусные векторы согласно настоящему изобретению обычно обеспечивают высокие уровни 

экспрессии трансгена при введении пациенту. Термины высокая экспрессия и терапевтическая экспрес-

сия в настоящем описании используют взаимозаменяемо. 

Высокий уровень экспрессии согласно настоящему изобретению может означать экспрессию тера-

певтического гена и/или белка при концентрации, равной по меньшей мере приблизительно 100 нМ, по 

меньшей мере приблизительно 200 нМ, по меньшей мере приблизительно 300 нМ, по меньшей мере при-

близительно 400 нМ, по меньшей мере приблизительно 500 нМ, по меньшей мере приблизительно 600 

нМ, по меньшей мере приблизительно 700 нМ, по меньшей мере приблизительно 800 нМ, по меньшей 

мере приблизительно 900 нМ, по меньшей мере приблизительно 1 мкМ, по меньшей мере приблизитель-

но 1,1 мкМ, по меньшей мере приблизительно 1,2 мкМ, по меньшей мере приблизительно 1,3 мкМ, по 

меньшей мере приблизительно 1,4 мкМ, по меньшей мере приблизительно 1,5 мкМ, по меньшей мере 

приблизительно 2 мкМ, по меньшей мере приблизительно 3 мкМ, по меньшей мере приблизительно 4 

мкМ, по меньшей мере приблизительно 5 мкМ, по меньшей мере приблизительно 6 мкМ, по меньшей 

мере приблизительно 7 мкМ, по меньшей мере приблизительно 8 мкМ, по меньшей мере приблизительно 

9 мкМ, по меньшей мере приблизительною мкМ, по меньшей мере приблизительно 11 мкМ, по меньшей 

мере приблизительно 12 мкМ, по меньшей мере приблизительно 13 мкМ, по меньшей мере приблизи-

тельно 14 мкМ, по меньшей мере приблизительно 15 мкМ, по меньшей мере приблизительно 20 мкМ, по 

меньшей мере приблизительно 25 мкМ, по меньшей мере приблизительно 30 мкМ, по меньшей мере 

приблизительно 40 мкМ, по меньшей мере приблизительно 50 мкМ, по меньшей мере приблизительно 75 

мкМ или по меньшей мере приблизительно 100 мкМ или более. Терапевтическая экспрессия может быть 

задана с использованием этих же самых значений. 

Высокий уровень экспрессии согласно настоящему изобретению может означать экспрессию тера-

певтического гена (обычно измеряемую по экспрессии мРНК), равную по меньшей мере приблизительно 

1%, по меньшей мере приблизительно 2%, по меньшей мере приблизительно 3%, по меньшей мере при-

близительно 4%, по меньшей мере приблизительно 5%, по меньшей мере приблизительно б%, по мень-

шей мере приблизительно 7%, по меньшей мере приблизительно 8%, по меньшей мере приблизительно 
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9%, по меньшей мере приблизительно 10%, по меньшей мере приблизительно 15%, по меньшей мере 

приблизительно 20% или более в сравнении с уровнем экспрессии соответствующей эндогенной (де-

фектной) мРНК. Терапевтическая экспрессия может быть задана с использованием тех же самых значе-

ний. Например, типичный уровень экспрессии мРНК эндогенного CFTR может быть количественно оце-

нен с позиций числа копий мРНК на клетку легкого, например одна копия мРНК эндогенного CFTR на 

клетку легкого, две копии мРНК эндогенного CFTR на клетку легкого, три копии мРНК эндогенного 

CFTR на клетку легкого, четыре копии мРНК эндогенного CFTR на клетку легкого, пять копий мРНК 

эндогенного CFTR на клетку легкого или более, предпочтительно две копии мРНК эндогенного CFTR на 

клетку легкого. Экспрессия терапевтического гена изобретения, такого как функциональный ген CFTR, 

может быть количественно определена относительно эндогенного гена, такого как эндогенные (дис-

функциональные) гены CFTR с позиций числа копий мРНК на клетку или любой другой соответствую-

щей единицы измерения. 

Высокий уровень экспрессии согласно настоящему изобретению может означать экспрессию тера-

певтического гена и/или белка при концентрации, равной по меньшей мере приблизительно 0,5%, по 

меньшей мере приблизительно 1%, по меньшей мере приблизительно 2%, по меньшей мере приблизи-

тельно 3%, по меньшей мере приблизительно 4%, по меньшей мере приблизительно 5%, по меньшей ме-

ре приблизительно 6%, по меньшей мере приблизительно 7%, по меньшей мере приблизительно 8%, по 

меньшей мере приблизительно 9%, по меньшей мере приблизительно 10%, по меньшей мере приблизи-

тельно 15%, по меньшей мере приблизительно 20%, по меньшей мере приблизительно 25%, по меньшей 

мере приблизительно 30%, по меньшей мере приблизительно 40%, по меньшей мере приблизительно 

50%, по меньшей мере приблизительно 60%, по меньшей мере приблизительно 70%, по меньшей мере 

приблизительно 80%, по меньшей мере приблизительно 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 

приблизительно 96%, по меньшей мере приблизительно 97%, по меньшей мере приблизительно 98%, по 

меньшей мере приблизительно 99% или более в сравнении с уровнем терапевтического гена и/или белка 

дикого типа, где уровень дикого типа представлет собой уровень у нормального индивидуума без забо-

левания. В нескольких вариантах осуществления экспрессию дикого типа принимают за 100%, причем 

любое улучшение экспрессии гена измеряют относительно этого значения. Как неограничивающий при-

мер, если у нормального индивидуума без заболевания экспрессию функционального гена принимают за 

100%, и у индивидуума с заболеванием, экспрессия функционального гена равна 0%, терапевтический 

уровень экспрессии гена или белка может составлять по меньшей мере приблизительно 0,5%, по мень-

шей мере приблизительно 1%, по меньшей мере приблизительно 2%, по меньшей мере приблизительно 

3%, по меньшей мере приблизительно 4%, по меньшей мере приблизительно 5%, по меньшей мере при-

близительно 6%, по меньшей мере приблизительно 7%, по меньшей мере приблизительно 8%, по мень-

шей мере приблизительно 9%, по меньшей мере приблизительно 10%, по меньшей мере приблизительно 

15%, по меньшей мере приблизительно 20%, по меньшей мере приблизительно 25%, по меньшей мере 

приблизительно 30%, по меньшей мере приблизительно 40%, по меньшей мере приблизительно 50% или 

более в сравнении с уровнем для терапевтического гена и/или белка дикого типа. Как еще один неогра-

ничивающий пример, если у нормального индивидуума без заболевания экспрессию функционального 

гена принимают за 100%, и у индивидуума с заболеванием экспрессия функционального гена составляет 

50%, терапевтический уровень экспрессии гена или белка может составлять по меньшей мере приблизи-

тельно 55%, по меньшей мере приблизительно 60%, по меньшей мере приблизительно 70%, по меньшей 

мере приблизительно 80%, по меньшей мере приблизительно 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей 

мере приблизительно 96%, по меньшей мере приблизительно 97%, по меньшей мере приблизительно 

98%, по меньшей мере приблизительно 99% или более в сравнении с уровнем для терапевтического гена 

и/или белка дикого типа. 

Для секретируемых белков, таких как А1АТ, обычно концентрация в легком или бронхоальвеоляр-

ной лаважной жидкости (измеренная с использованием BAL) является приблизительно десятикратной по 

отношению к концентрации в сыворотке. Как неограничивающий пример, если концентрация секрети-

руемого белка в легком или бронхоальвеолярной лаважной жидкости находится в области 750 нг/мл, 

сывороточная концентрация белка находится в области 75 нг/мл. 

Уровни экспрессии терапевтического гена и/или белка изобретения могут быть измерены в ткани 

легкого, бронхоальвеолярной лаважной жидкости и/или сыворотке/плазме соответствующим образом. 

Высокий и/или терапевтический уровень экспрессии может, следовательно, относиться к концентраци в 

легком, бронхоальвеолярной лаважной жидкости и/или сыворотке/плазме. 

Как неограничивающий пример терапевтический уровень экспрессии CFTR обычно составляет 1-

5% от терапевтического уровня мРНК CFTR в сравнении с уровнем экспрессии эндогенной (дефектной) 

мРНК CFTR. 

Как еще один неограничивающий пример терапевтический уровень экспрессии А1АТ обычно равен 

по меньшей мере приблизительно 1 мкМ в бронхоальвеолярной лаважной жидкости и/или по меньшей 

мере приблизительно 0,1 мкМ в сыворотке. В предпочтительном варианте осуществления терапевтиче-

ский уровень экспрессии А1АТ в бронхоальвеолярной лаважной жидкости равен по меньшей мере при-

близительно 1,1 мкМ и/или терапевтический сывороточный уровень экспрессии А1АТ согласно настоя-
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щему изобретению составляет, по меньшей мере приблизительно 11 мкМ. Как еще один неограничи-

вающий пример терапевтический уровень экспрессии А1АТ в бронхоальвеолярной лаважной жидкости 

(ELF, т.е. промывной жидкости воздухоносных путей и воздушного пространства в легких) равен 70 

мкг/мл (в сравнении с "нормальным" целевым уровнем ATT (A1AT) в ELF, равным 200 мкг/мл). 

Как еще один неограничивающий пример терапевтический уровень экспрессии белка FVIII обычно 

составляет по меньшей мере приблизительно 1-3% или по меньшей мере приблизительно 1-6% от уровня 

экспрессии у нормального индивидуума, не страдающего от гемофилии. 

Терапевтический ген, включенный в вектор изобретения, может быть модифицирован, чтобы спо-

собствовать экспрессии. Например, последовательность гена может находиться в CpG-обедненной и/или 

кодон-оптимизированной форме, чтобы способствовать экспрессии гена. Стандартные методы для мо-

дификации генной последовательности, таким образом, являются известными в данной области. 

Промотор, включенный в вектор по изобретению, может быть специфически выбран и/или моди-

фицирован, чтобы в дальнейшем оптимизировать регуляцию экспрессии терапевтического гена. Также 

походящие промоторы и стандартные методы для их модификации являются известными в данной об-

ласти. Как неограничивающий пример, ряд подходящих (не содержащих CpG) промоторов, пригодных 

для применения в настоящем изобретении, описаны в Pringle et al. (J. Mol. Med. Berl. 2012, 90(12): 1487-

96), которая полностью включена в данное описание посредством ссылки. 

Вектор по изобретению может быть модифицирован для обеспечения прекращения экспрессии ге-

на. Стандартные методы модификации вектора таким образом являются известными в данной области. 

Как неограничивающий пример широко используют Тет-чувствительные промоторы. 

Векторы согласно настоящему изобретению также демонстрируют замечательную устойчивость к 

усилиям сдвига лишь с умеренным снижением способности к трансдукции при прохождении через кли-

нически значимые устройства для доставки, такие как бронхоскопы, аэрозольные баллончики и ингаля-

торы. 

В одном варианте осуществления, изобретение относится к лентивирусным векторам F/HN, содер-

жащим промотор и трансген, не имеющий интрона расположенного между промотором и трансгеном. В 

одном варианте осуществления вектор согласно настоящему изобретению доставляют в клетки дыха-

тельных путей. В варианте осуществления лентивирус представляет собой SIV. В одном варианте осуще-

ствления промотор является гибридом энхансера человеческого CMV/промотора EF1a (hCEF). Обычно в 

указанном промоторе изобретения отсутствует интрон, соответствующий нуклеотидам 570-709, и экзон, 

соответствующий нуклеотидам 728-733 промотора hCEF. Предпочтительный пример последовательно-

сти промотора hCEF изобретения представлен SEQ ID NO: 6. Промотор может являться промотором 

CMV. Пример последовательности промотора CMV представлен SEQ ID NO: 17. Другие промоторы для 

экспрессии трансгена являются известными в данной области, и их пригодность для лентивирусных век-

торов по изобретению определяют с использованием установленных методов, известных в данной облас-

ти. Неограничивающие примеры других промоторов включают UbC и UCOE. Как описано в настоящем 

документе, промотор может быть модифицирован, чтобы в дальнейшем регулировать экспрессию транс-

гена изобретения. 

В одном варианте осуществления трансген кодирует CFTR. Пример кДНК CFTR представлен SEQ 

ID NO: 7. 

В одном варианте осуществления трансген кодирует А1АТ. Пример трансгена А1АТ представлен 

SEQ ID NO: 15 или последовательностью, комплементарной SEQ ID NO: 26. SEQ ID NO: 15 является 

кодон-оптимизированным обедненным по CpG трансгеном А1АТ, сконструированным авторами на-

стоящего изобретения для усиления трансляции в человеческих клетках. Было показано, что такая опти-

мизация усиливает экспрессию гена вплоть до 15-кратного усиления. Таким образом, в одном варианте 

осуществления изобретение относится к полинуклеотиду, содержащему нуклеотидную последователь-

ность или состоящему из нуклеотидной последовательности с SEQ ID NO: 15. Варианты такой же самой 

последовательности (определенной в настоящем описании), которые обладают таким же техническим 

эффектом усиления трансляции в сравнении с немодифицированной (дикого типа) последовательностью 

гена А1АТ, также являются охваченными настоящим изобретением. Изобретение дополнительно отно-

сится к полипептиду, кодируемому указанным трансгеном А1АТ, иллюстрированному полипептидом с 

SEQ ID NO: 27, плазмидам (в частности, плазмидам с геномом вектора, определенного в настоящем опи-

сании) и лентивирусным векторам, содержащим указанный трансген А1АТ. В предпочтительном вари-

анте осуществления в аспектах изобретения, относящихся к генной терапии А1АТ, согласно настоящему 

изобретению, используют последовательность трансгена А1АТ с SEQ ID NO: 15. 

В одном варианте осуществления трансген кодирует FVIII. Примеры трансгена FVIII представлены 

посредством SEQ ID NO: 16 и 30 или посредством соответствующих последовательностей, комплемен-

тарных SEQ ID NO: 28 и 31. 

Лентивирусные векторы, подходящие для использования в настоящем изобретении, включают ви-

рус иммунодефицита человека (ВИЧ), вирус иммунодефицита обезьян (SIV), вирус иммунодефицита 

кошачьих (FIV), вирус инфекционной анемии лошадей (EIAV) и вирус висна/маэди. В одном варианте 

осуществления изобретения используют вектор SIV, предпочтительно SIV-AGM. В еще одном варианте 
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осуществления используют вектор ВИЧ. 

Лентивирусные векторы согласно настоящему изобретению являются псевдотипированными ге-

магглютинин-нейраминидазой (HN) и гибридными (F) белками из респираторного парамиксовируса. В 

одном варианте осуществления респираторный парамиксовирус представляет собой вирус Сендай (вирус 

мышиного парагриппа типа 1). 

В одном варианте осуществления изобретения лентивирусный вектор является интеграза-

компетентным (IC). В альтернативном варианте осуществления лентивирусный вектор является интегра-

за-дефицитным (ID). 

В еще одном другом варианте осуществления изобретения трансген по изобретению представляет 

собой любой один или несколько из DNAH5, DNAH11, DNAI1 и DNAI2 или другой известный родст-

венный ген. 

В одном варианте осуществления изобретения мишенью для доставки вектора является эпителий 

дыхательных путей. В этом варианте осуществления трансген кодирует α-1 антитрипсин (А1АТ), по-

верхностно-активный белок В (SFTPB) или гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий 

фактор (GM-CSF). В еще одном другом варианте осуществления трансген кодирует моноклональное ан-

титело (mAb) к возбудителю инфекции. В одном варианте осуществления трансген кодирует антитело к 

ФНО-α. В дополнительном варианте осуществления трансген кодирует терапевтический белок, участ-

вующий в воспалительном, иммунном или метаболическом состоянии. 

В одном варианте осуществления изобретения вектор доставляют в клетки дыхательных путей, 

чтобы обеспечить выработку белков, подлежащих секреции в систему кровообращения. В этом варианте 

осуществления трансген кодирует фактор VII, фактор VIII, фактор IX, фактор X, фактор XI и/или фактор 

фон Виллебранда. Такой вектор может использоваться в лечении заболеваний, в особенности сердечно-

сосудистых заболеваний и заболеваний крови, предпочтительно расстройств, связанных с недостаточной 

свертываемостью крови, таких как гемофилия. В еще одном варианте осуществления трансген кодирует 

моноклональное антитело (mAb) против возбудителя инфекции. В одном варианте осуществления транс-

ген кодирует белок, участвующий в воспалительном, иммунном или метаболическом состоянии, таком 

как болезнь лизосомального накопления. 

Согласно изобретению оно относится к лентивирусному вектору F/HN-SIV, содержащему промотор 

hCEF и трансген CFTR, не имеющий интрона, расположенного между промотором и трансгеном. Анало-

гично, отсутствует интрон между промотором и трансгеном в геноме вектора (пДНК1) плазмиды (на-

пример, pGM326, описанной в настоящем документе, иллюстрированной на фиг. 1А и с последователь-

ностью SEQ ID NO: 1). 

Изобретение также относится к лентивирусному вектору F/HN-SIV, содержащему промотор hCEF и 

трансген A1AT, не имеющий интрона, расположенного между промотором и трансгеном. Такой ленти-

вирусный вектор может быть получен посредством способа, описанного в настоящем описании, с ис-

пользованием плазмиды, несущей трансген А1АТ и промотор. Аналогично, отсутствует интрон между 

промотором и трансгеном А1АТ в геноме вектора (пДНК1) плазмиды. Иллюстративная последователь-

ность такой плазмиды приведена в SEQ ID NO: 9 (F/HN-SIV-hCEF-soA1AT, иллюстрированной на фиг. 

15А). 

Изобретение также относится к лентивирусному вектору F/HN-SIV, содержащему (i) промотор 

hCEF или промотор CMV и (ii) трансген FVIII; где отсутствует интрон между промотором и трансгеном. 

Такой лентивирусный вектор может быть получен посредством способа, описанного в настоящем описа-

нии, с использованием плазмиды, несущей трансген FVIII и промотор. Аналогично, отсутствует интрон 

между промотором и трансгеном FVIII в геноме вектора (пДНК1) плазмиды. Иллюстративные последо-

вательности таких плазмид приведены в SEQ ID NO: 11-14 (иллюстрированных на фиг. 22А-Е). 

Лентивирусный вектор, описанный выше, содержит трансген. Трансген содержит последователь-

ность нуклеиновой кислоты, кодирующую генный продукт, например белок. 

Например, в одном варианте осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирую-

щая CFTR, A1AT или FVIII, содержит последовательность нуклеиновой кислоты (или состоит из после-

довательности нуклеиновой кислоты), которая имеет по меньшей мере 90% (таким образом, как по 

меньшей мере 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100%) идентичности последовательности с последователь-

ностью нуклеиновой кислоты CFTR, A1AT или FVIII соответственно. В дополнительном варианте осу-

ществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая CFTR, А1АТ или FVIII, содержит 

последовательность нуклеиновой кислоты (или состоит из последовательности нуклеиновой кислоты), 

которая имеет по меньшей мере 95% (таким образом, как по меньшей мере 95, 96, 97, 98, 99 или 100%) 

идентичности последовательности с последовательностью нуклеиновой кислоты CFTR, A1AT или FVIII 

соответственно. В одном варианте осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирую-

щая CFTR, представлена SEQ ID NO: 7, последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая А1АТ, 

представлена SEQ ID NO: 15 или последовательностью, комплементарной SEQ ID NO: 26, и/или после-

довательность нуклеиновой кислоты, кодирующая FVIII, представлена SEQ ID NO: 16 и 30 или посред-

ством соответствующих последовательностей, комплементарных SEQ ID NO: 28 и 31 или их вариантов. 
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Термин "полипептид", используемый в настоящем описании, также охватывает вариантные после-

довательности. Таким образом, полипептид, кодируемый трансгеном изобретения, может иметь по 

меньшей мере 90% (например, по меньшей мере 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100%) идентичности 

последовательности с функциональной полипептидной последовательностью CFTR, A1AT или FVIII 

соответственно. В дополнительном варианте осуществления аминокислотная последовательность CFTR, 

A1AT или трансгена FVIII содержит аминокислотную последовательность (или состоит из аминокислот-

ной последовательности), которая имеет по меньшей мере 95% (например, по меньшей мере 95, 96, 97, 

98, 99 или 100%) идентичности последовательности с функциональной полипептидной последовательно-

стью CFTR, A1AT или FVIII соответственно. В одном варианте осуществления аминокислотная после-

довательность белка А1АТ, кодируемого трансгеном изобретения, содержит аминокислотную последо-

вательность (или состоит из аминокислотной последовательности) из SEQ ID NO: 27 или ее варианты. 

Предпочтительно указанный вариант белков А1АТ по изобретению имеет по меньшей мере 90% (напри-

мер, по меньшей мере 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100%), более предпочтительно по меньшей мере 

95% или более идентичности последовательности с SEQ ID NO: 27. 

В одном варианте осуществления последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующей CFTR, 

A1AT или FVIII, содержит последовательность ДНК (или состоит из последовательности ДНК), которая 

является комплементарной последовательности ДНК CFTR, А1АТ или FVII соответственно. В одном 

варианте осуществления CFTR, A1AT или трансген FVIII представляет CFTR, A1AT или FVIII с оптими-

зированной последовательностью (soCFTR2, soA1AT или FVIII). Пример представлен SEQ ID NO: 7, 15 

и 16 соответственно. Иллюстративная последовательность, комплементарная последовательности A1AT 

с оптимизированной последовательностью, приведена в SEQ ID NO: 26. Иллюстративные последова-

тельности, комплементарные оптимизированным последовательностям FVIII, приведены в SEQ ID NO: 

28 и 31. 

В одном варианте осуществления изобретения вектор F/HN экспрессии трансгена направляется 

промотором цитомегаловируса (CMV). В еще одном варианте осуществления вектор экспрессии транс-

гена направляется промотором фактора элонгации 1a (EF1a). В предпочтительном варианте осуществле-

ния вектор экспрессии трансгена направляется гибридом энхансера человеческого CMV/промотора EF1a 

(hCEF). В одном варианте осуществления промотор hCEF имеет замену всех динуклеотидов CG, на лю-

бой один из AG, TG или GT. Таким образом, в одном варианте осуществления промотор hCEF является 

не содержащим CpG. 

В одном варианте осуществления лентивирусный вектор может быть получен с использованием 

плазмиды F/HN-SIV-hCEF-soCFTR2-IC. В этом варианте осуществления CFTR экспрессируется под 

управлением промотора hCEF. Этот лентивирусный вектор может быть описан, как содержащий F/HN-

SIV-hCEF-soCFTR2-IC, так как он содержит F/HN элементы SIV, а также компетентную по интегразе 

кассету экспрессии, содержащую CFTR под управлением промотора hCEF. Этот лентивирусный вектор 

по изобретению способен производить долговременный, повторяемый, высокий уровень экспрессии в 

клетках дыхательных путей, без индуцирования чрезмерного иммунного ответа. Следовательно, изобре-

тение относится к эффективному средству для генной терапии in vivo, например для переноса гена CFTR 

в легкое, пораженное муковисцидозом, для лечения муковисцидоза легких. 

В предпочтительном варианте осуществления лентивирусный вектор может быть получен с исполь-

зованием плазмиды F/HN-SIV-hCEF-soA1AT. В этом варианте осуществления A1AT экспрессируется 

под управлением промотора hCEF. Данный лентивирусный вектор может быть описан, как содержащий 

F/HN-SIV-hCEF-soA1AT, так как он содержит F/HN элементы SIV, а также кассету экспрессии, содер-

жащую A1AT под управлением промотора hCEF. Этот лентивирусный вектор по изобретению способен 

производить долговременный, повторяемый, высокий уровень экспрессии в клетках дыхательных путей, 

без индуцирования чрезмерного иммунного ответа. Следовательно, изобретение относится к эффектив-

ному средству для генной терапии in vivo, например для переноса гена А1АТ в легкое или нос пациента 

для выработки А1АТ, который затем секретируется в систему кровообращения (как описано в настоящем 

документе). Таким образом, этот вектор и другие векторы по изобретению, содержащие трансген А1АТ, 

могут использоваться в лечении недостаточности А1АТ или при других показаниях, как описано в на-

стоящем описании. 

В еще одном предпочтительном варианте осуществления лентивирусные векторы могут быть полу-

чены с использованием F/HN-SIV-CMV-HFVIII-V3, F/HN-SIV-hCEF-HFVIII-V3, F/HN-SIV-CMV-HFVIII-

N6-ко и/или F/HN-SIV-hCEF-HFVIII-N6-коплазмид. HFVIII относится к человеческому FVIII. В данном 

варианте осуществления FVIII экспрессируется под управлением промотора hCEF или промотора CMV. 

Эти лентивирусные векторы могут быть описаны как содержащие F/HN-SIV-CMV-HFVIII-V3, F/HN-

SIV-hCEF-HFVIII-V3, F/HN-SIV-CMV-HFVIII-N6-ко и F/HN-SIV-hCEF-HFVIII-N6-ко соответственно, 

так как они включают F/HN элементы SIV, a также кассету экспрессии, содержащую FVIII под управле-

нием промотора hCEF/промотора CMV. Вирусные векторные продукты, получаемые с использованием 

F/HN-SIV-CMV-HFVIII-V3, F/HN-SIV-hCEF-HFVIII-V3, F/HN-SIV-CMV-HFVIII-N6-co и/или F/HN-SIV-

hCEF-HFVIII-N6-коплазмиды, являются также известными, как VGM126, VGM127, VGM142 и VGM129 

(см. фиг. 22). Эти лентивирусные векторы по изобретению способны производить долговременный, по-
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вторяемый, высокий уровень экспрессии в клетках дыхательных путей, без индуцирования чрезмерного 

иммунного ответа. Следовательно, изобретение предоставляет эффективное средство генной терапии in 

vivo, например, для переноса гена FVIII в легкое или нос пациента для выработки FVIII, который затем 

секретируется в систему кровообращения (как описано в настоящем описании). Таким образом, эти век-

торы и другие векторы по изобретению, содержащие трансген FVIII, могут использоваться в лечении 

гемофилии или при других показаниях, как описано в настоящем описании. 

Лентивирусные векторы по изобретению не содержат интрон между промотором и трансгеном. 

Аналогично, геном вектора плазмид по изобретению (используемый для генерации, указанных лентиви-

русных векторов, описанных в настоящем описании) также не содержит интрон между промотором и 

трансгеном. Изобретение, следовательно, относится в одном варианте осуществления к отсутствию ин-

трона между промотором hCEF и кодирующими последовательностями, подлежащими экспрессии. В 

одном предпочтительном варианте осуществления кодирующая последовательность, подлежащая экс-

прессии, представляет собой последовательность нуклеиновой кислоты CFTR, A1AT и/или FVIII. 

В одном варианте осуществления векторы по изобретению содержат центральный полипуриновый 

путь (сРРТ) и посттранскрипционные регуляторные элементы вируса гепатита сурков (WPRE). В одном 

варианте осуществления последовательность WPRE представлена SEQ ID NO: 8. 

В одном варианте осуществления вектор по изобретению используют для генной терапии. В одном 

варианте осуществления заболевание, подлежащее лечению, представляет собой MB. В еще одном дру-

гом варианте осуществления изобретения заболевание, подлежащее лечению, представляет собой пер-

вичную цилиарную дискинезию (PCD). В одном варианте осуществления вектор применяют для лечения 

острого повреждения легких. В одном варианте осуществления изобретения заболевание, подлежащее 

лечению, представляет собой недостаточность поверхностно-активного белка В (ПАБ-В), недостаточ-

ность α-1-антитрипсина (A1AD), легочный альвеолярный протеиноз (РАР), хроническое обструктивное 

заболевание легких (ХОБЛ). В еще одном другом варианте осуществления заболевание представляет 

собой воспалительное, иммунное или метаболическое состояние. 

Заболевание, подлежащее лечению, может являться сердечно-сосудистым заболеванием или болез-

нью крови, в особенности недостаточной свертываемостью крови. Таким образом, в нескольких вариан-

тах осуществления заболевание, подлежащее лечению, представляет собой гемофилию А, гемофилию В 

или гемофилию С, недостаточность фактора VII и/или болезнь фон Виллебранда. В еще одном другом 

варианте осуществления заболевание, подлежащее лечению, представляет собой воспалительное заболе-

вание, инфекционное заболевание или метаболическое состояние, такое как болезнь лизосомального на-

копления. 

Неограничивающие примеры заболеваний, которые могут подвергаться лечению с использованием 

генной терапии А1АТ согласно настоящему изобретению, включают диабет типа 1 и типа 2, острый ин-

фаркт миокарда, ишемическую болезнь сердца, ревматоидный артрит, воспалительное заболевание ки-

шечника, отторжение трансплантата, реакцию трансплантат против хозяина (GvH), рассеянный склероз, 

заболевание печени, цирроз, васкулиты и инфекции, такие как бактериальные и/или вирусные инфекции. 

В одном аспекте изобретения с помощью вектора можно эффективно лечить заболевание посредст-

вом получения трансгена для коррекции заболевания. Например, посредством ввода функциональной 

копии гена CFTR для облегчения протекания или предотвращения заболевания легких у пациентов с му-

ковисцидозом, независимо от лежащей в основе мутации. 

В еще одном другом варианте осуществления изобретение относится к способу получения лентиви-

руса. В этом варианте осуществления способ по изобретению представляет собой масштабируемый, со-

ответствующий требованиям GMP способ. Таким образом, способ по изобретению обеспечивает генера-

цию очищенных F/HN векторов с высоким титром. 

Способ по изобретению включает следующие стадии: 

(a) выращивание клеток в суспензии; 

(b) трансфекция клеток с использованием одной или нескольких плазмид; 

(c) добавление нуклеазы; 

(d) сбор лентивируса; 

(e) добавление трипсина и 

(f) очистка. 

В одном варианте осуществления способа по изобретению одна или несколько плазмид предостав-

ляют геном вектора, Gag-Pol, Rev, F и HN. Таким образом, могут использоваться пять плазмид для каж-

дого из генома векторв, Gag-Pol, Rev, F и HN соответственно. В предпочтительном способе по изобрете-

нию с использованием 5 плазмид, плазмида с геномом вектора кодирует весь генетический материал, 

который упакован в конечный лентивирусный вектор, включающий трансген. Обычно только часть гене-

тического материала, обнаруженного в плазмиде с геномом вектора, заканчивается в вирусе. Плазмида с 

геномом вектора может обозначаться в настоящем описании как "пДНК1". Другие четыре плазмиды яв-

ляются производящими плазмидами, кодирующими белки Gag-Pol, Rev, F и HN. Эти плазмиды могут 

обозначаться как "пДНК2а", "пДНК2b", "пДНК3а" и "пДНК3b" соответственно. 

В одном варианте осуществления изобретения лентивирус представляют собой SIV, такой как SIV1, 
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предпочтительно SIV-AGM. В одном варианте осуществления белки F и HN являются производными 

парамиксовируса, такого как вирус Сендай. В одном варианте осуществления плазмида с геномом векто-

ра (пДНК1) содержит трансген и промотор трансгена. 

В конкретном варианте осуществления, относящемся к CFTR, пять плазмид характеризуются фиг. 

1А-1E, таким образом, пДНК1 является плазмидой pGM326 фиг. 1А, пДНК2а является плазмидой 

pGM299 фиг. 1B, пДНК2b является плазмидой pGM299 фиг. 1С, пДНК3а является плазмидой pGM301 

фиг. 1D и пДНК3b является плазмидой pGM303 фиг. 1E. В данном варианте осуществления окончатель-

ный CFTR-содержащий лентивирусный вектор может обозначаться как VGM058 (см. примеры). Вектор 

VGM058 представляет собой предпочтительный вариант осуществления изобретения. 

В варианте осуществления относящемся к А1АТ, пять плазмид могут характеризоваться фиг. 15А 

(таким образом, плазмида пДНК1 может являться pGM407) и 1В-Е (как указано выше для конкретного 

варианта осуществления с CFTR). 

В варианте осуществления, относящемся к FVIII, пять плазмид могут характеризоваться фиг. 22C-F 

(таким образом, плазмида пДНК1 может представлять собой pGM411, pGM412, pGM413 или pGM414) и 

1В-Е. 

В этих вариантах осуществления изобретения плазмида, определенная на фиг. 1А, представлена по-

средством SEQ ID NO: 1; плазмида, определенная на фиг. 1В, представлена посредством SEQ ID NO: 2; 

плазмида, определенная на фиг. 1С, представлена посредством SEQ ID NO: 3; плазмида, определенная на 

фиг. 1D, представлена посредством SEQ ID NO: 4; плазмида, определенная на фиг. 1E, представлена по-

средством SEQ ID NO: 5; плазмида, определенная на фиг. 15А, представлена посредством SEQ ID NO: 9 

и F/HN-SIV-CMV-HFVIII-V3, F/HN-SIV-hCEF-HFVIII-V3, F/HN-SIV-CMV-HFVIII-N6-со и/или F/HN-

SIV-hCEF-HFVIII-N6-коплазмиды, определенные на фиг. 22В, представлены посредством SEQ ID NO: 

11-14 соответственно. 

В 5-плазмидном способе по изобретению все пять плазмид способствуют образованию окончатель-

ного лентивирусного вектора. Во время получения лентивирусного вектора плазмида с геномом вектора 

(пДНК1) обеспечивает энхансер/промотор, Psi, RRE, сРРТ, mWPRE, SIN LTR, SV40 полиА (см. фиг. 1А), 

которые являются важными для производства вируса. При использовании pGM326 в качестве неограни-

чивающего примера пДНК1 CMV энхансер/промотор, SV40 polyA, colE1 Ori и KanR участвуют в проду-

цировании лентивирусного вектора по изобретению (например, vGM058), но не обнаруживаются в окон-

чательном вирусном векторе. RRE, сРРТ (центральный полипуриновый путь), hCEF, soCFTR2 (трансген) 

и mWPRE из pGM326 обнаруживаются в окончательном вирусном векторе. SIN LTR (длинные концевые 

повторы, самоинактивирующийся SIN/IN) и Psi (сигнал упаковки) могут обнаруживаться в окончатель-

ном вирусном векторе. 

Для других лентивирусных векторов по изобретению, соответствующие элементы из других плаз-

мид с геномом вектора (пДНК1) требуются для получения (но не обнаруживаются в окончательном век-

торе), или присутствуют в окончательном вирусном векторе. 

Белки F и HN из пДНК3а и пДНК3b (предпочтительно белки Sendai F и HN) являются важными для 

инфицирования целевых клеток конечным лентивирусным вектором, т.е. для входа в эпителиальные 

клетки пациентов (обычно клетки легких или назальные клетки, описанные в настоящем описании). 

Продукты плазмид пДНК2a и пДНК2b являются важными для трансдукции вируса, т.е. для введения 

лентивирусной ДНК в геном хозяина. Промотор, регуляторные элементы (такие как WPRE) и трансген 

являются важными для экспрессии трансгена клетке (клетках) мишенях. 

В одном варианте осуществления стадии (a)-(f) выполняют последовательно. В одном варианте 

осуществления клетки представляют собой клетки HEK293 или клетки 293T/17. В одном варианте осу-

ществления клетки выращивают в несодержащих компонентов из животных (безсывороточных) средах. 

В одном варианте осуществления трансфекцию выполняют посредством применения PEIPro. В одном 

варианте осуществления нуклеаза представляет собой эндонуклеазу, например Бензоназу. В одном ва-

рианте осуществления активность трипсина представлена не имеющим животного происхождения ре-

комбинантным ферментом, таким как TrypLE Select. 

В одном варианте осуществления изобретения добавление нуклеазы происходит на стадии до сбо-

ра. В альтернативном варианте осуществления добавление нуклеазы происходит на стадии после сбора. 

В еще одном другом варианте осуществления добавление трипсина происходит на стадии до сбора. В 

еще одном другом варианте осуществления добавление трипсина присходит на стадии после сбора. 

В одном варианте осуществления стадия очистки включает стадию хроматографии. В этом вариан-

те осуществления используют гель-проникающую хроматографию (SEC) с комбинированным режимом. 

В одном варианте осуществления используют анионообменную хроматографию. В этом варианте осуще-

ствления для стадии элюирования не используют никакого градиента соли. 

В одном варианте осуществления этот метод используют для получения лентивирусных векторов 

по изобретению. В этом варианте осуществления вектор по изобретению содержит ген CFTR, A1AT 

и/или FVIII. В альтернативном варианте осуществления вектор по изобретению содержит любой из ука-

занных выше генов или генов, кодирующих указанные выше белки. 



038966 

- 12 - 

В одном варианте осуществления способа по изобретению любую комбинацию из одной или не-

скольких специфичных конструкций плазмид, представленных на фиг. 1А-1Е, 15А и/или 22C-22F, ис-

пользуют для получения вектора по изобретению. 

Изобретение дополнительно относится к способу лечения заболевания, включающему введение 

лентивирусного вектора по изобретению пациенту. В этом варианте осуществления изобретение отно-

сится к лентивирусному вектору по изобретению для применения в лечении заболевания легких. В од-

ном варианте осуществления заболевание является хроническим заболеванием. В конкретном варианте 

осуществления изобретение относится к способу лечения MB. В других вариантах осуществления изо-

бретение относится к способу лечения первичной цилиарной дискинезии (PCD), недостаточности по-

верхностно-активного белка В (ПАБ-В), недостаточности α-1-антитрипсина (A1AD), легочного альвео-

лярного протеиноза (РАР), хронического обструктивного заболевания легких (ХОБЛ). В еще одном дру-

гом варианте осуществления заболевание представляет собой воспалительное, иммунное или метаболи-

ческое состояние. 

В еще одном другом варианте осуществления заболевание может являться сердечно-сосудистым 

заболеванием или болезнью крови, в особенности недостаточной свертываемостью крови, таким как ге-

мофилия А, гемофилия В, гемофилия С, недостаточность фактора VII и/или болезнь фон Виллебранда, 

воспалительное заболевание, инфекционное заболевание или метаболическое состояние, такое как бо-

лезнь лизосомального накопления. 

Заболевание может представлять собой диабет типа 1 и типа 2, острый инфаркт миокарда, ишеми-

ческую болезнь сердца, ревматоидный артрит, воспалительное заболевание кишечника, отторжение 

трансплантата, реакцию трансплантат против хозяина (GvH), рассеянный склероз, заболевание печени, 

цирроз, васкулиты и инфекции, такие как бактериальные и/или вирусные инфекции. 

Лентивирусные векторы по изобретению могут вводиться в любой дозировке, подходящей для дос-

тижения желаемого терапевтического эффекта. Соответствующие дозировки могут определяться клини-

цистом или другим практикующим врачом с использованием стандартных методов и в ходе их обычной 

работы. Неограничивающие примеры подходящих дозировок включают 1×10
8 

единиц трансдукции (ЕТ), 

1×10
9
 ET, 1×10

10
 ET, 1×10

11
 ET или более. 

Изобретение также относится к композициям, содержащим лентивирусные векторы, описанные 

выше, и фармацевтически приемлемый носитель. Неограничивающие примеры фармацевтически прием-

лемых носителей включают воду, физраствор и забуференный фосфатом физраствор. В нескольких вари-

антах осуществления однако композиция находится в лиофилизированной форме, и в этом случае она 

может включать стабилизатор, такой как альбумин бычьей сыворотки (BSA). В нескольких вариантах 

осуществления может быть желательно составлять композицию вместе с консервантом, таким как тиме-

росал или азид натрия, чтобы способствовать долговременному хранению. 

Векторы по изобретению могут вводиться посредством любого соответствующего пути. Может 

быть желательным направлять композиции согласно настоящему изобретению (описанные выше) в ды-

хательную систему пациента. Эффективная передача терапевтической/профилактической композиции 

или лекарственного средства к участку инфекции в дыхательном пути может достигаться посредством 

перорального или интраназального введениия, например, в виде аэрозолей (например, назальных спреев) 

или посредством катетеров. Обычно лентивирусные векторы по изобретению являются стабильными в 

клинически значимых ингаляторах, катетерах и аэрозолях и т.д. 

Лекарственные формы для интраназального введения могут находиться в форме назальных капель 

или назального спрея. Интраназальная лекарственная форма может содержать капли, имеющие прибли-

зительные диаметры в интервале 100-5000 мкм, такие как 500-4000 мкм, 1000-3000 мкм или 100-1000 

мкм. Альтернативно, с учетом объема капли могут находиться в интервале приблизительно 0,001-100 

мкл, таком как 0,1-50 мкл или 1,0-25 мкл или таком как 0,001-1 мкл. 

Аэрозольная лекарственная форма может принимать форму порошка, суспензии или раствора. Раз-

мер частиц аэрозоля имеет отношение к способности аэрозоля к доставке. Более мелкие частицы могут 

перемещаться дальше вниз по дыхательным путям в направлении альвеол, чем могли бы более крупные 

частицы. В одном варианте осуществления аэрозольные частицы имеют такое распределение по диамет-

ру, чтобы способствовать доставке на протяжении полной длины бронхов, бронхиол и альвеол. Альтер-

нативно, распределение частиц по размерам может быть выбрано, чтобы целенаправленно действовать 

на конкретную часть дыхательного воздухоносного пути, например альвеолы. В случае аэрозольной дос-

тавки лекарственного средства частицы могут иметь диаметры в приблизительном интервале 0,1-50 мкм, 

предпочтительно 1-25 мкм, более предпочтительно 1-5 мкм. 

Аэрозольные частицы могут использоваться для доставки с использованием ингалятора (например, 

через рот) или назального спрея. Аэрозольная лекарственная форма может необязательно содержать 

пропеллент и/или поверхностно-активное вещество. 

Используемые в настоящем описании термины "последовательность нуклеиновой кислоты" и "по-

линуклеотид" используются взаимозаменяемо и не подразумевают какого-либо ограничения длины. Ис-

пользуемые в настоящем описании термины "нуклеиновая кислота" и "нуклеотид" используют взаимо-
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заменяемо. Термины "последовательность нуклеиновой кислоты" и "полинуклеотид" охватывают после-

довательности ДНК (включая кДНК) и РНК. Термины "трансген" и "ген" также используют взаимозаме-

няемо, и оба термина охватывают их фрагменты или варианты, кодирующие целевой белок. 

Трансгены согласно настоящему изобретению включают последовательности нуклеиновой кисло-

ты, которые были удалены из их природного окружения, изоляты рекомбинантной или клонируемой 

ДНК и химически синтезированные аналоги или аналоги, биологически синтезируемые гетерологичны-

ми системами. 

Полинуклеотиды согласно настоящему изобретению могут быть получены посредством любых 

средств, известных в данной области. Например, крупные количества полинуклеотидов могут быть по-

лучены посредством репликации в подходящей клетке-хозяине. Фрагменты природных или синтетиче-

ских ДНК, кодирующие желательный фрагмент, будут включаться в конструкции рекомбинантных нук-

леиновых кислот, обычно конструкции ДНК, способные к введению в прокариотическую или эукариоти-

ческую клетку и репликации в ней. Обычно конструкции ДНК будут подходящими для автономной реп-

ликации в одноклеточном хозяине, таком как дрожжи или бактерии, но также могут быть предназначены 

для введения в геном культивируемых клеточных линий насекомых, млекопитающих, растений или дру-

гих эукариотических клеточных линий и интеграции в их геноме. 

Полинуклеотиды согласно настоящему изобретению также могут быть получены химическим син-

тезом, например посредством фосфорамидитного метода или триэфирного метода, которые могут вы-

полняться на промышленно выпускаемых автоматизированных олигонуклеотидных синтезаторах. Двух-

цепочечный фрагмент может быть получен из одноцепочечного продукта химического синтеза либо по-

средством синтезирования комплементарной цепи и совместного отжига цепи при соответствующих ус-

ловиях или посредством добавления комплементарной цепи с использованием ДНК-полимеразы с по-

следовательностью соответствующего праймера. 

Применительно к последовательности нуклеиновой кислоты термин "изолированная" в контексте 

настоящего изобретения означает, что полинуклеотидная последовательность была удалена из ее при-

родного генетического окружения и, таким образом, не содержит других чужеродных или нежелатель-

ных кодирующих последовательностей (но может включать природные 5'- и 3'-нетранслируемые облас-

ти, такие как промоторы и терминаторы) и находится в форме подходящих для применения в генетиче-

ски сконструированных системах продуцирования белка. Такие изолированные молекулы являются мо-

лекулами, которые отделяют от их природного окружения. 

С учетом вырожденности генетического кода среди полинуклеотидов согласно настоящему изобре-

тению возможна значительная вариабельность последовательностей. Вырожденные кодоны, охваты-

вающие все возможные кодоны для данной аминокислоты, приведены ниже. 
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Рядовой специалист в области сможет понять, что при определении вырожденного кодона, предста-

вительного для всех возможных кодонов, кодирующих каждую аминокислоту, существует пластичность. 

Например, несколько полинуклеотидов, охватываемых вырожденной последовательностью, могут коди-

ровать вариантные аминокислотные последовательности, но рядовой специалист в данной области смо-

жет легко идентифицировать такие вариантные последовательности при сравнении с аминокислотными 

последовательностями настоящего изобретения. 

"Вариантная" последовательность нуклеиновой кислоты имеет существенную гомологию или су-

щественное сходство с эталонной последовательностью нуклеиновой кислоты (или ее фрагментом). По-

следовательность нуклеиновой кислоты или ее фрагмент являются "гомологичными по существу" (или 

"существенно идентичными") с эталонной последовательностью, если при оптимальном выравнивании (с 

соответствующими нуклеотидными вставками или делециями) с другой нуклеиновой кислотой (или ее 

комплементарной цепью) идентичность нуклеотидной последовательности составляет по меньшей мере 

приблизительно 70, 75, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92, 94, 96, 98 или 99% нуклеотидных оснований. Методы 

определения гомологии последовательностей нуклеиновых кислот являются известными в данной облас-

ти. 

Альтернативно, "вариантная" последовательность нуклеиновой кислоты является, по существу, го-

мологичной (или, по существу, идентичной) эталонной последовательности (или ее фрагменту), если 

"вариантная" и эталонная последовательности способны к гибридизации при жестких (например, очень 

жестких) условиях гибридизации. На гибридизацию последовательности нуклеиновой кислоты будут 

воздействовать такие условия, как концентрация соли (например, NaCl), температура или органические 

растворители, в дополнение к составу оснований, длине комплементарных цепей и числу несовпадений 

нуклеотидных оснований между гибридизирующимися нуклеиновыми кислотами, что специалисты в 

данной области смогут легко понять. Предпочтительно используются жесткие температурные условия, и 

они включают температуры, как правило, превышающие 30°С, обычно превышающие 37°С и предпочти-

тельно превышающие 45°С. Жесткие солевые условия будут, как правило, составлять меньше чем 1000 

мМ, обычно меньше чем 500 мМ и предпочтительно меньше чем 200 мМ. рН обычно находится между 

7,0 и 8,3. Комбинация параметров является гораздо более важной, чем любой одиночный параметр. 

Методы определения процента идентичности последовательности нуклеиновой кислоты являются 

известными в данной области. Посредством примера при оценке идентичности последовательности нук-

леиновой кислоты последовательность, имеющая заданное число смежных нуклеотидов, может быть 

выравнена с последовательностью нуклеиновой кислоты (имеющей такое же самое число смежных нук-

леотидов) из соответствующей части последовательности нуклеиновой кислоты согласно настоящему 

изобретению. Программные средства, известные в данной области для определения процента идентично-

сти последовательности нуклеиновой кислоты, включают Nucleotide BLAST. 

Рядовой специалист в данной области поймет, что различные виды проявляют "преимущественную 

частоту использования кодона". Используемый в настоящем описании термин "преимущественная час-

тота использования кодона" относится к кодонам, которые наиболее часто используются в клетках неко-

торых видов, таким образом, благоприятствуя одному или нескольким представителям возможных кодо-

нов, кодирующих каждую аминокислоту. Например, аминокислота треонин (Thr) может кодироваться 

АСА, АСС, ACG или ACT, но в клетках-хозяевах млекопитающих АСС является наиболее часто исполь-

зуемым кодоном; у других видов, преимущественными могут быть другие кодоны. Преимущественные 

кодоны для конкретного вида клеток-хозяев могут вводиться в полинуклеотиды согласно настоящему 

изобретению посредством различных методов, известных в данной области. Введение последовательно-
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стей преимущественного кодона в рекомбинантную ДНК может, например, увеличить выработку белка, 

делая трансляцию белка более эффективной в конкретном типе или виде клеток. 

Таким образом, в одном варианте осуществления изобретения последовательность нуклеиновой ки-

слоты является кодон-оптимизированной для экспрессии в клетке-хозяине. 

"Фрагмент" полинуклеотида, представляющий интерес, содержит ряд последовательных нуклеоти-

дов из последовательности указанного непроцессированного полинуклеотида. Посредством примера 

"фрагмент" полинуклеотида, представляющий интерес, может иметь (или состоять из) по меньшей мере 

30 последовательных нуклеотидов из последовательности указанного полинуклеотида (например, по 

меньшей мере 35, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800 850, 900, 

950 или 1000 последовательных остатков нуклеиновой кислоты указанного полинуклеотида). Фрагмент 

может включать по меньшей мере одну антигенную детерминанту и/или может кодировать по меньшей 

мере один антигенный эпитоп, соответствующий полипептиду, представляющему интерес. Обычно 

фрагмент, определенный в данном описании, сохраняет такую же функцию, как и непроцессированные 

полинуклеотид или полипептид. 

Описание чертежей 

Настоящее изобретение теперь будет описано посредством примера только со ссылкой на сопрово-

дительные чертежи, на которых 

фиг. 1 показывает иллюстративные плазмиды, используемые в изобретении. Фиг. 1А-1Е показыва-

ют схематические чертежи плазмид, используемых для получения векторов по изобретению. В одном 

варианте осуществления изобретения фиг. 1А предоставляет инстумент изобретения; 

фиг. 2 показывает продолжительность экспрессии трансгена F/HN-SIV в мышиной назальной ткани, 

перфузию которой проводили 4×10
8
 ET F/HN-SIV-CMV-EGFP, и экспрессию EGFP, определенную через 

указанное число дней после лечения. Показан отрицательный контроль, где перфузию назальной ткани 

проводили разбавителем вектора (PBS); 

фиг. 3 демонстрирует продолжительность экспрессии трансгена F/HN-SIV, показывая ее через 1 год 

после обработки. Экспрессию EGFP определяли у 10 независимых мышей через 360 дней после обработ-

ки; 

фиг. 4 показывает клеточное распределение экспрессии трансгена F/HN-SIV. Экспрессию EGFP оп-

ределяли в гистологических срезах носовой полости мышей (2 мм от кончика носа) через 30 дней после 

обработки. EGFP-положительные клетки производили белый точечный сигнал; 

фиг. 5 показывает типы клеток, трансдуцированные с использованием обработки мышиного носа 

F/HN-SIV. 69% клеток, трансдуцированных в носовую полость мышей, прдставляли собой реснитчатые 

респираторные эпителиальные клетки. Другие трансдуцированные клеточные типы включали нейро-

нальные клетки в обонятельном эпителии (21%) и сквамозные клетки (7%); 

фиг. 6 показывает повторное введение F/HN-SIV в нос мышей. Мышиная назальная ткань была 

трансдуцирована (как на фиг. 1) с использованием одной дозы F/HN-SIV-CMV-Lux или двух доз F/HN-

SIV-CMV-EGFP, с последующим введением одной дозы F/HN-SIV-CMV-Lux при 28-дневных интерва-

лах. Таким образом, повторное введение F/HN-SIV в нос мыши не изменяет уровней экспрессии гена. 

Экспрессию трансгена сравнивают с ведущей невирусной лекарственной формой для переноса генов 

(плазмида CMV-Lux в комплексе с GL67A); 

фиг. 7 отображает трансдукцию человеческих респираторных клеточных культур поверхности раз-

дела воздух-жидкость (ALI). Человеческие культуры ALI трансдуцировали с использованием F/HN-SIV-

Lux при указанной множественности заражения (MOI) и визуализировали по экспрессии Lux через 5 

дней после обработки;  

фиг. 8 демонстрирует что F/HN-SIV может направлять функциональную экспрессию CFTR. Клетки 

HEK293T трансдуцировали с использованием F/HN-SIV-CMV-EGFP-CFTR при 500 MOI и функцио-

нальную активность CFTR определяли по эффлюксу йодида. F/HN-SIV-CMV-EGFP служила в качестве 

отрицательного контроля; 

фиг. 9 показывает, что F/HN-SIV эффективно трансдуцирует овечьи и человеческие первичные 

клетки легкого и легкое мыши. Фиг. 9А показывает, что трансдукция человеческих клеток соскоба сли-

зистой носа (MOI 250) и срезов человеческого и овечьего легкого, культивированных ex vivo (1E7 

ЕТ/срез) вместе с F/HN-SIV-CMV-Lux, приводит к значительной экспрессии трансгена люциферазы че-

рез 24-48 ч после трансдукции. Фиг. 9В и 9С отражают трансдукцию (~1×10
5
) первичных человеческих 

клеток легкого, пораженного MB, культивированных на поверхности раздела воздух-жидкость (CF 

hALIs) с использованием векторов (3Е7 ЕТ) F/HN-SIV-SOCFTR2, содержащих CMV- и hCEF промоторы 

трансгена. (В) Число копий вектора (копий провирусной ДНК на копию эндогенной ДНК CFTR) через 6-

8 дней после трансдукции. (С) Уровень экспрессии мРНК CFTR (%VE: копии мРНК CFTR на копию эн-

догенной мРНК CFTR×100) через 6-8 дней после трансдукции. Горизонтальная линия на (С) представля-

ет целевой уровень экспрессии, равный 5% VE, как полагают, представляющий терапевтический порог. 

После in vivo доставки векторов F/HN-SIV-EGFPLux, содержащих CMV-, EF1aS и промотор hCEFs в 

дефектной по интегразе (ID) или компетентной по интегразе форме (IC или без метки), экспрессию 
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трансгена в клетках дыхательных путей определяли в назальном эпителии (D) и эпителии легких (Е) 

мышей (n=6-10/группу). Временную динамику экспрессии трансгена люциферазы регистрировали по-

средством визуализации биолюминесценции in vivo и нормализовали по доставляемой дозе. Фиг. 9F по-

казывает представительные изображения биолюминесценции после трансдукции мышам in vivo на день 

14 после трансдукции. Фиг. 9G отбражает представительные изображения биолюминесценции после 

трансдукции in vitro не-МВ hALI на день 5-6 после трансдукции. Фиг. 9Н представляет экспрессию EGFP 

через 14 дней после трансдукции в мышиный назальный эпителий после доставки 1,6Е8 ЕТ F/HN-SIV-

hCEF-EGFPLux (vGM020). EGFP визуализировали посредством иммуногистохимии, ядра визуализиро-

вали посредством DAPI. Фиг. 9I показывает временную динамику экспрессии трансгена люциферазы у 

не-МВ ALI, которую регистрировали посредством повторной визуализации биолюминесценции и нор-

мализовали по доставляемой дозе; 

фиг. 10 показывает, что F/HN-SIV эффективно трансдуцирует легкое овцы in vivo. Фиг. 10А пока-

зывает, что для моделирования вирусной доставки в легкое овцы авторы изобретения инстиллировали 

(аликвоты 3×100 мкл в течение ~5 мин) акрифлавин в проксимальные дыхательные пути при прямой 

бронхоскопической визуализации. Распределение акрифлавина можно оценить по оранжевому окраши-

ванию иссеченных дыхательных путей после смерти. Следует отметить, что акрифлавин в значительной 

степени ограничен проводящими воздухоносными путями и отсутствует в альвеолярных областях. 

Стрелка указывает приблизительный участок инстилляции. Числа на линейке представляют собой см. 

Фиг. 10В является представлением в виде диаграммы легкого овцы (центр/верхняя часть трахеи). Зеле-

ный круг представляет область на (А). На (В) линия указывает прохождение бронхоскопа для доставки 

аликвот 3×100 мкл 2,2Е9 ЕТ/мл (всего 6,6Е8 ЕТ) F/HN SIV CMV-EGFPLux n=3 индивидуальным оацам 

(коды животных Т121, Т156 и Т251). Через семь дней после доставки 5-6 блоков образцов ткани были 

взяты при вскрытии с интервалами ~1 см от участка инстилляции. Блоки были разделены на 2-3 прибли-

зительно эквивалентных образца и проанализированы на предмет экспрессии трансгена посредством 

анализа люциферазы (С), нормализованного по содержанию белка; и (D) количественная РВ-ПЦР, нор-

мализованная по уровням эндогенной мРНК CFTR. Горизонтальная линия на (С) представляет наивыс-

шую активность люциферазы, отмеченную в каком-либо образце, обработанном с использованием неви-

русного вектора переноса генов, и (D) целевой уровень экспрессии, равный 5% VE, как полагают, пред-

ставляющий терапевтический порог; 

фиг. 11 изображает получение и очистку F/HN векторов SIV. F/HN векторы SIV получали посредст-

вом 5-плазмидной (пДНК) PEI-опосредованной временной трансфекции клеток 293Т, выращенных в 

суспензии в масштабе 1 л в биореакторах WAVE с контролируемым рН (GE), с применением масштаби-

руемых способов изобретения. Векторы осветляли посредством глубинной/конечной фильтрации 

(GE/Pall), загрязняющие нуклеиновые кислоты удаляли с использованием Бензоназы (Merck), векторы 

активировали с использованием TrypLE Select (Life Technology), очищали и концентрировали посред-

ством анионообменной мембранной хроматографии (Pall) и тангенциальной поточной фильтрации (Spec-

trum). Все емкости, контейнеры и колонки для процесса представляли собой одноразовые изделия в со-

ответствии с требованиями cGMP. Все реагенты, за исключением плазмидной ДНК, не имели животного 

происхождения в соответствии с требованиями cGMP. Показаны данные для различных конфигураций 

вектора (промотор трансгена, трансген, статус интегразы). Физические и функциональные титры опреде-

ляли, используя К-ПЦР. (А) Физический титр от первоначального осветленного сбора и конечный очи-

щеннный продукт. Средний выход процесса составляет ~44%. (В) Функциональный титр конечного про-

дукта. Средний функциональный титр составляет ~2×10
9
 ЕТ/мл продукта и ~3×10

9 
ЕТ/л объема биореак-

тора. Целевая производительность и выходы были превышены. В нижних выходящих векторах CFTR 

используют промотор CMV трансгена. В верхних выходящих векторах CFTR используют промоторы 

EF1aS и hCEF трансгена. (С) Частицы конечного продукта: соотношение инфекционности является 

плотно кластеризованным и аналогичным значениям от других производителей векторов с высоким ка-

чеством (Oxford BioMedica, BlueBirdBio). Медианная частица: соотношение инфекционности составляет 

~300. Консистенции продукта достигали с использованием методов "Дизайна экспериментов", подтвер-

ждающего окончательный переход к процессу производства на основании разрешения контролирующего 

ведомства на основе QbD. (D) Функциональный титр окончательного продукта строго коррелирует с 

первоначальным физическим титром, указывающим на ненасыщающие условия с использованием кон-

центрации вектора, не ограничивающей стадии процесса - предполагают, что масштабирование очистки 

будет эффективным; 

фиг. 12 отображает профилирование участка ввода (IS) и выживаемость трансдуцированных мы-

шей. Фиг. 12A-F представляет сравнение профилей IS от F/HN-SIV-трансдуцированного мышиного лег-

кого и трансдуцированной вектором VSV-G-HIV мышиной сетчатки (Bartholomae et al., Mol. Ther (2011) 

19:703-710). Профили IS для (A, C, E) были получены, исходя из результатов глубокого секвенирования 

ДНК легкого от двух мышей, трансдуцированных F/HN-SIV, и для (B, D, F) по результатам для последо-

вательностей IS сетчатки с VSV-G-HIV (Schmidt laboratory). (А, В) Агрегированные участки IS (легкое, 

2862; сетчатка, 262), нанесенные на кариограммы, генерируемые посредством геномного браузера En-
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sembl. (C, D) Расстояния от IS до сайтов начала транскрипции (TSS). Число IS в каждом бине расстояний 

показаны полосками выше. Сумма превышает общее число проанализированных IS, поскольку типичный 

IS расположен рядом с несколькими TSS. Графики генерировали посредством применения геномного 

браузера UCSC и геномного анализатора GREAT (great.stanford.edu). (E, F) QuickMap (www.gtsg.org) и 

сравнения между случайными (ромб) и наблюдаемыми (квадрат) частотами введения на хромосому. (G) 

Выживаемость мышей, обработанных предшественником F/HN-вектор SIV (вирусный вектор, изготов-

ленный согласно известному способу с использованием прилипающих клеток: черная линия, 24 месяца 

от данных) и вектор текущей генерации (GTC: темно-серая линия, данные для 8 месяцев) в сравнении с 

мышами, обработанными буфером (светло-серая линия, данные для 24 месяцев). Были объединены дан-

ные от различных экспериментов, включающих мышей, обработанных буфером или ~1Е7 ЕТ вируса по-

средством назального нюханья; 

фиг. 13 показывает hCEF-опосредованную респираторную экспрессию трансгена - с использовани-

ем лентивирусного переноса гена с использованием обогащенного CpG трансгена - экспрессию трансге-

на (среднее свечение п/с/см
2
/ср) в зависимости от дней после дозирования. Высокие уровни экспрессии 

репортерного гена люциферазы Gaussia в сравнении с контролем (интактное легкое) наблюдали как в 

легком (квадрат), так и носу (круг) в течение по меньшей мере 168 дней после дозирования; 

фиг. 14 показывает эффект трансдукции человеческих кишечных органоидов с использованием 

лентивирусного вектора CFTR (vGM058) изобретения. Левосторонняя панель показывает, что индуциро-

ванное форсколином набухание значительно (р<0,001) снижалось в трансдуцированных VGM058 орга-

ноидах. На правосторонней панели клетки А549 трансдуцировали VGM058 или контрольным вирусом, и 

функцию CFTR количественно оценивали с использованием анализа эффлюкса радиоактивного йодида. 

Значительные (р<0,05) уровни CFTR-опосредованного эффлюкса йодида обнаруживали в трансдуциро-

ванных VGM058 клетках; 

фиг. 15А показывает схематические изображения плазмиды, применяемой для получения векторов 

А1АТ изобретения. В одном варианте осуществления изобретения фиг. 15А представляет инструмент 

изобретения. Фиг. 15В показывает контрольную плазмиду, кодирующую ген-репортер люциферазы 

Gaussia; 

фиг. 16 показывает, что F/HN-SIV эффективно трансдуцирует первичные клетки легкого человека в 

культуре ALI. В частности, трансдукция человеческих культур ALI приводит к значительной экспрессии 

трансгена люциферазы в течение по меньшей мере 80 дней после трансдукции. Каждая точка представ-

ляет среднее значение ОСЕ/мкл в среде для n=6 ALI в показанной временной отметке. Вертикальные 

черточки представляют стандартную ошибку среднего; 

фиг. 17 показывает экспрессию гена после трансдукции срезов человеческого легкого (n=6 на груп-

пу) с использованием SIV1 hCEF-sogLux (фиг. 17А) и SIV1 hCEF-sohAAT (фиг. 17В). Наблюдали высо-

кие уровни экспрессии. Каждая точка представляет среднее значение ОСЕ/мкл в среде для n=6 срезов 

легкого в показанной временной отметке. Вертикальные черточки представляют стандартную ошибку 

среднего; 

фиг. 18 показывает долговременную экспрессию (>12 месяцев) люциферазы Gaussia после опосре-

дованного лентивирусом переноса генов (SIV1 hCEF-soGLux) in vivo. А: гомогенат ткани легкого;  

В: жидкость бронхоальвеолярного лаважа (BAL); С: сыворотка. Каждая точка представляет среднее зна-

чение ОСЕ/мкл в одной группе животных (n=5 или 6 на группу) при сборе в указанной временной отмет-

ке. Вертикальные черточки представляют стандартную ошибку среднего; 

фиг. 19 показывает высокие уровни экспрессии А1АТ после опосредованного лентивирусом пере-

носа гена (SIV1 hCEF-sohAAT) in vivo. Каждая точка представляет одно животное. Горизонтальные чер-

точки представляют медиану для каждой группы; 

фиг. 20 показывает долговременную экспрессию А1АТ после опосредованного лентивирусом пере-

носа гена ААТ (А1АТ) in vivo. А: гомогенат легкого; В: BAL и С: сыворотка; 

фиг. 21 показывает уровень А1А1 в бронхоальвеолярной лаважной жидкости после опосредованно-

го лентивирусом переноса гена (SIV1 hCEF-sohAAT) in vivo. Опосредованный лентивирусом перенос 

гена (SIV1 hCEF-sohAAT) in vivo; 

фиг. 22А показывает схематические изображения конструкций кДНК FVIII, используемых для по-

лучения векторов FVIII изобретения. Фиг. 22В показывает вирусные векторы по изобретению. В одном 

варианте осуществления изобретения фиг. 22В представляет инструмент изобретения. Фиг. 22C-F пока-

зывают схематические изображения плазмид пДНК1, используемых для получения векторов FVIII изо-

бретения. В одном варианте осуществления изобретения фиг. 22C-F представляют инструменты по изо-

бретению; 

фиг. 23 показывает эффективность трансдукции HEK293Т с использованием vGM142 (SIV-F/HN-

FVTII-N6-co) для загрузки 1 (А) и загрузки 2 (В). Графики показывают активность FVIII для каждого 

MOI через 48 и 72 ч после трансдукции. Каждый символ представляет независимый эксперимент (n=5-6 

экспериментов). Горизонтальная черта указывает на среднее для группы ± SD. Анализ выполняли с ис-

пользованием однофакторного дисперсионного анализа Anova (GraphPad Prism) с множеством сравнений 

с необработанным контролем ** р<0,01; *** р<0,001; **** р<0,0001; 
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фиг. 24 показывает оценку VGM142 в системе in vivo (мышиная модель). А: легкое; В: жидкость 

BAL; С: плазма. Графики показывают уровень hFVTII (в виде процентной доли от нормального уровня) в 

сравнении с различными обработками для групп 1-3 (группы 1 и 2 - 10 дней обработки, 3 дозы/в неделю, 

по 100 мкл вектора на мышь (общее количество доз было равно 3 на животное); группа 3 - 28 дней обра-

ботки, 3 дозы/в неделю, по 100 мкл вектора на мышь (общее количество доз было равно 12 на живот-

ное)). Каждый символ представляет индивидуальную мышь (группа 1 (n=4), обработанная общей дозой 

вектора, равной 1,4×10
6
 ЕТТ/мышь; группа 2 (n=3), обработанная общей дозой вектора, равной 1,57×10

8
 

ЕТТ/мышь; и группа 3 (n=4), обработанная общей дозой вектора, равной 3,36×10
8
 ЕТТ/мышь). Горизон-

тальная черта показывает среднее значение FVIII: уровни Ag ± SD. Анализ выполняли с использованием 

однофакторного дисперсионного анализа Anova (GraphPad Prism) с множественными сравнениями меж-

ду группами обработки **** р<0,0001. 

Примеры 

Изобретение теперь будет описано со ссылкой на примеры, приведенные ниже. Эти примеры не яв-

ляются ограничивающими объем изобретения, и специалист в данной области смог бы понять, что могли 

бы использоваться подходящие эквиваленты в пределах объема настоящего изобретения. Таким образом, 

примеры могут рассматриваться как компонент частей изобретения, и индивидуальные аспекты, описан-

ные в них, могут рассматриваться как раскрытые независимо или в любой комбинации. 

Пример 1. Культура клеток. 

Клетки HEK293Т, Freestyle 293F (Life Technologies, Paisley, UK) и 293Т/17 (CRL-11268; ATCC, Ma-

nassas, VA) поддерживали в минимальной питательной среде Игла в модификации Дульбекко (Invitrogen, 

Carlsbad, CA), содержащей 10% сыворотки крови эмбрионов коров и дополненной пенициллином (100 

Ед/мл) и стрептомицином (100 мкг/мл) или среде для экспрессии Freestyle 293 (Life Technologies). 

Пример 2. Построение плазмид. 

pCAGGS-Fct4 и pCAGGS-SIVct+HN были построены следующим образом. 

(i) Плазмида SIVct/HN содержит ген, кодирующий цитоплазматический концевой сегмент SIVagm 

TMP (обратный), гибридизированный с внеклеточной частью вируса и трансмембранными областями 

белка SeV HN. Были синтезированы три олигонуклеотидные пары: 

 

 
Эти олигонуклеотидные пары подвергали отжигу и клонировали в сайты XhoI и BamHI pBluescript 

KS+ (Stratagene) с получением pKS+SIVct. pCAGGS-SIVct/HN была построена посредством клонирова-

ния фрагмента XhoI-DraIII с 160 по из pKS+SIVct и фрагмента DraIII-Bsu36I с 1500 по из pCAGGS-HN, 

который несет ген HN дикого типа (HNwt) в сайте XhoI вектора pCAGGS, в сайты XhoI и Bsu36I 

pCAGGS. Эта плазмида была построена таким образом, что цитоплазматический концевой сегмент белка 

HN был заменен на цитоплазматический концевой сегмент SIVagm TMP. 

Для построения pCAGGS-SIVct+HN, гены, кодирующие цитоплазматический концевой сегмент SI-

Vagm TMP и N-конец белка HN, сначала амплифицировали посредством ПЦР из pCAGGS-SIVct/HN с 

использованием пары праймеров  

5'-GAGACTCGAGATGTGGTCTGAGTTAAAAATCAGG-3' (SEQ ID NO: 24) и  

5'-AGAGGTAGACCAGTACGAGTCACGTTTGCCCCTATCACCATCCCTAACCCTCTGTCATAAAC-3' 

(SEQ ID NO: 25). Полученный в результате ПЦР фрагмент клонировали в сайты XhoI и AccI pKS+SIVct 

для генерации pKS+SIVct-H. Затем фрагмент XhoI-DraIII из pKS+SIVct-H и фрагмент DraIII-Bsu36I из 

pCAGGS-HN клонировали в сайты XhoI и Bsu36I pCAGGS с получением pCAGGS-SIVct+HN. 

Последовательности сРРТ и WPRE вводили в производную от SIV плазмиду для переноса генов. 

Пример использованной последовательности WPRE представлен в SEQ ID NO: 8. 

Плазмида pGM101 содержит точку начала репликации colE1, канамицин-устойчивый ген и промо-

тор и была создана посредством синтеза синтетического гена (GeneArt, Regensburg, Germany; теперь Life 
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Technologies Ltd). 

Гибрид CMV/SIV R U5 LTR, частичные последовательности Gag, RRE, cPPT, SIN U3 и R из 

pBS/CG2-Rc/s-CMV-D U (Nakajima et al. 2000 Human Gene Therapy 11:1863) амплифицировали посредст-

вом ПЦР и вводили наряду с последовательностью энхансер hCEF/промотор, амплифицированной по-

средством ПЦР из pGM169 (Hyde et al. Nature Biotechnology 26:549), и кДНК soCFTR2, выделенной из 

pGM169 на фрагмент фермента рестрикции NheI-ApaI в pGM101, для создания pGM326. 

Энхансер CMV/промотор куриного β-актина наряду с ассоциированными последовательностями 

экзон/интрон, последовательностями SIV GagPol и RRE и поли A SV40/точка начала репликации ампли-

фицировали посредством ПЦР из pCAGGS/Sagm-gtr (Nakajima et al. 2000 Human Gene Therapy 11:1863) 

для создания pGM297. Энхансер CMV/промотор наряду с ассоциированными последовательностями эк-

зон/интрон и последовательностью полиА SV40 из pCI (Promega, Madison, WI, USA) изолировали на 

фрагмент фермента рестрикции BgIII-BamHI и последовательность SIV Rev, полученную из 

pCAGGS/Sagm-gtr, амплифицированную посредством ПЦР, вводили в pGM101 для создания pGM299. 

Энхансер CMV/промотор куриного β-актина наряду с ассоциированными последовательностями 

экзон/интрон, кДНК Fct4 и полиА SV40/точка начала репликации из pCAGGS-Fct4 изолировали на 

фрагмент фермента рестрикции SalI-HindIII посредством комбинации генного синтеза, ПЦР и рекомби-

нации фрагмента фермента рестрикции и вводили в pGM101 для создания pGM301. 

Энхансер CMV/промотор куриного β-актина наряду с ассоциированными последовательностями 

экзон/интрон, кДНК SIVct+HN и полиА SV40/точка начала репликации из pCAGGS-SIVct+HN изолиро-

вали на фрагмент фермента рестрикции SalI-HindIII посредством комбинации и вводили в pGM101 для 

создания PGM303. 

Другие pGM-плазмиды изобретения получали, используя стандартные методы и согласно приве-

денному выше раскрытию. 

На всем протяжении этих вариантов выполнения сборки плазмидных ДНК, ферменты рестрикции и 

ПЦР-полимеразы поставлялись New England Biolabs (Ipswich, MA, USA), а реагенты для очистки ДНК 

поставлялись Qiagen (Limburg, Netherlands). 

Пример 3. Получение вектора SIV. 

Система из четырех плазмид. 

Дефектный по репликации самоактивирующийся вектор SIV был построен с минорными модифи-

кациями. Вкратце, SeV-F/HN-псевдотипированный вектор SIV получали посредством трансфекции кле-

ток 293Т/17 (чашки для культивирования с диаметром 15 см) с использованием четырех плазмид, в ком-

плексе с реагентами Липофектамин/Плюс (Invitrogen) в соответствии с рекомендациями изготовителя 

[плазмида-1: 10 мкг полученной из SIV плазмиды переноса, несущей GFP, ген-репортер люциферазы 

(lux), или гибридная конструкция GFP-CFTR, плазмида-2: 3 мкг пакующей плазмиды, плазмида-3: 2 мкг 

pCAGGS-Fct4, плазмида 4: 2 мкг pCAGGS-SIVct+HN; фиг. 1А-Е показывают схематические чертежи 

плазмид, используемых для получения векторов по изобретению]. Псевдотипированный VSV-G вектор 

SIV получали, используя аналогичный протокол, но плазмиду pVSV-G (2 мкг; Clontech, Mountain View, 

CA) использовали вместо pCAGGS-Fct4 и pCAGGS-SIVct+HN. Через 12 ч после трансфекции культу-

ральную среду заменяли на 30 мл безсывороточной модифицированной Дульбекко среды Игла, содер-

жащей 5 ммоль/л бутирата натрия. Бутират натрия стимулирует получение вектора, чтобы ингибировать 

деацетилазу гистона. Супернатант культуры, содержащий вектор SIV, собирали через 48 ч после транс-

фекции, фильтровали через фильтровальную мембрану 0,45 мкМ, и дополнительно концентрировали 

посредством высокоскоростного центрифугирования (20000 g в течение 4 ч при 4°С, ротор Avanti JA18; 

Beckman Coulter, Brea, CA). Сгустки вектора суспендировали в PBS (Invitrogen) до 100-200-кратной кон-

центрации и хранили при -80°С. 

Система из пяти плазмид (предпочтительная): 

SeV-F/HN-псевдотипированный вектор SIV получали посредством трансфекции клеток HEK293Т 

или 293Т/17, культивируемых в среде для экспрессии Freestyle 293 с использованием смеси из пяти 

плазмид, имеющих следующие характеристики: пДНК1 (например, pGM326; фиг. 1А) кодирует мРНК 

лентивирусного вектора; пДНК2а (например, pGM297; фиг. 1В) кодирует белки SIV Gag и Pol; пДНК2b 

(например, pGM299; фиг. 1С) кодирует белки SIV Rev; пДНК3а (например, pGM301; фиг. 1D) кодирует 

белок Fct4 из вируса Сендай [Kobayashi et al., 2003 J. Virol. 77:2607]; и пДНК3b (например, pGM303; фиг. 

1E) кодирует SIVct+HN из вируса Сендай [Kobayashi et al., 2003 J. Virol. 77:2607] в комплексе с PEIpro 

(Polyplus, Illkirch, France). 

Среду для культуры клеток дополняли через 12-24 ч после трансфекции бутиратом натрия. Бутират 

натрия стимулирует получение вектора посредством ингибирования деацетилазы гистона, что приводит 

к увеличению экспрессии компонентов гибридных белков SIV и вируса Сендай, кодируемых пятью 

плазмидами. Среду для культуры клеток дополняли через 44-52 ч и/или 68-76 ч после трансфекции с ис-

пользованием 5 единиц/мл нуклеазы бензоазы (Merck Millipore, Nottingham, UK). Супернатант культуры, 

содержащий вектор SIV, собирали через 68-76,5 ч после трансфекции и осветляли посредством фильтра-

ции через мембрану 0,45 мкм. Вектор SIV обрабатывали посредством обработки протеазой, содержащей 
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трипсиновую активность, например, не имеющим животного происхождения, рекомбинантным фермен-

том, таким как TrypLE Select. Впоследствии, вектор SIV обычно дополнительно очищают и концен-

трируют посредством анионообменной хроматографии и/или ультрафильтрации/диафильтрации с филь-

трацией тангенциальным потоком. 

Такой же метод применяли для генерации лентивирусных векторов, содержащих трансгены А1АТ и 

FVIII, с использованием плазмид фиг. 15А и 22В, при замене плазмид фиг. 1А для обеспечения соответ-

ствующего трансгена (см. примеры 15 и 20). 

Пример 4. Титрование вектора. 

Метод 1. 

Титр частиц определяли, используя ПЦР с обратной транскриптазой в режиме реального времени. 

Вирусную РНК очищали, применяя мини-набор для вирусных РНК, QIAamp (QIAGEN, Strasse, 

Germany), и обратно транскрибировали, используя Superscript II (Invitrogen). Систему ПЦР с зондом 

QuantiTest (QIAGEN) и праймеры для амплификации 131 нуклеотидов (по) перекрывающих последова-

тельности WPRE (прямой праймер: 5'-ggatacgctgctttaatgcc-3', обратный праймер: 5'-acgccacgttgcctgacaac-

3') применяли в соответствии с протоколом изготовителя на детекторной системе для последовательно-

стей ABI PRISM 7700 (РЕ Applied Biosystems, Foster City, CA). ДНК плазмиды для переноса генов SIV 

(3×10
4-

2×10
6
 молекул) применяли в качестве стандарта. 

Единицы трансдукции (ЕТ/мл) определяли посредством трансдуцирования клеток 293Т серийными 

разведениями исходного раствора вектора и количественной оценки трансдуцированных клеток посред-

ством флуоресценции GFP (для F/HN-SIV-GFP и VSV-G-SIV-GFP) или окрашивания с использованием 

антител против люциферазы (для F/HN-SIV-lux). 

Метод 2 (предпочтительный). 

Титр частиц (ВЧ/мл) обычно определяли, используя ПЦР с обратной транскриптазой в режиме ре-

ального времени. Вирусную РНК очищали, используя мини-набор для вирусных РНК, QIAamp 

(QIAGEN, Strasse, Germany), и обратно транскрибировали, используя обратную транскритазу (Life Tech-

nologies). Систему для количественной ПЦР, TaqMan (Life Technologies), с использованием праймеров, 

амплифицируя часть последовательности WPRE, применяли на детекторной системе для последователь-

ностей ABI PRISM 7700 (Life Technologies). Транскрибированные in vitro молекулы РНК WPRE приме-

няли в качестве количественных стандартов. 

Единицы трансдукции (ЕТ/мл) определяли посредством трансдуцирования клеток 293Т/17 или 

Freestyle 293F серийными разведениями вектора SIV и количественной оценки WPRE, содержащей про-

вирусную ДНК, с использованием системы для количественной ПЦР, TaqMan (Life Technologies), ис-

пользуя праймеры, амплифицируя часть последовательности WPRE на детекторной системе для после-

довательностей ABI PRISM 7700 (Life Technologies). Молекулы ДНК плазмид, содержащих последова-

тельности WPRE, применяли в качестве количественных стандартов. 

Пример 5. Генерация культур tEC, обогащенных базальными клетками. 

Мышиные трахеальные эпителиальные клетки (tEC) выделяли следующим образом.  

Мышей C57BL/6N умерщвляли и трахеи иссекали от гортани до основных бронхиальных ветвей, 

используя стерильные хирургические инструменты. Ткани помещали в пробирку, содержащую холод-

ную среду Хэма F-12 с 100 Ед/мл пенициллина (Р), 100 мкг/мл стрептомицина (S) и 2,5 мг/мл амфотери-

цина В (А) (среда Хэма F12/PSA) и выдерживали на льду. В стерильном вытяжном шкафу с ламинарным 

потоком воздуха трахеи очищали от прилегающих мышц и соединительной ткани, разрезали в продоль-

ном направлении, чтобы экспонировать внутренний респираторный эпителий, и помещали в 0,15% рас-

твор проназы в среде F-12 (~5 мл в пробирке 15 мл). Расщепление ткани проводили в течение ночи (15-

18 ч) при 4°С. Чтобы блокировать ферментативную реакцию, 10% сыворотку крови эмбрионов коров 

(FBS) добавляли к образцу обработанной ткани. После плавного переворачивания пробирки для больше-

го отсоединения клеток трахеи помещали в новую пробирку, содержащую раствор 10% FBS/Хэма F-

12/PS, и переворачивали, как прежде. Эту стадию повторяли еще два раза. Содержимое четырех проби-

рок объединяли вместе и центрифугровали при 500 g в течение 10 мин при 4°С. Сгусток ресуспендиро-

вали в растворе ДНКазы (0,5 мг/мл неочищенной панкреатической ДНКазы плюс 10 мг/мл BSA в рас-

творе FBS/Хэма F-12/PS, приблизительно 200 мкл/трахею), инкубировали на льду в течение 5 минт и 

центрифугировали, как прежде. 

После удаления супернатанта tEC ресуспендировали в целевой среде для клеток-предшествеников 

(РСТ), (CnT-17, CELLnTEC, Bern, Switzerland), в не содержащем антибиотиков и противогрибковых 

средств составе, конкретно разработанных для выделения и пролиферации клеток-предшественников 

человеческих и мышиных воздухоносных путей. tEC затем переносили в чашки для культур тканей Pri-

maria (Becton Dickinson Labwere, Franklin Lakes, NJ, USA) и инкубировали в течение 3-4 ч в 5% СО2 при 

37°С. Неприлипшие клетки собирали и центрифугировали при 500 g в течение 5 мин при 4°С и подсчи-

тывали на гемоцитометре. Для генерации культур, обогащенных базальными клетками, tEC суспендиро-

вали в среде РСТ и высевали на чашку Nunclon∆ (Nunc A/S, Roskilde, Denmark), покрытую 50 мкг/мл 

коллагена типа 1 из сухожилий крысиного хвоста при рекомендуемой плотности высевания, равной 
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4×10
3
 клеток/см

2
. tEC также культивировали в контрольной основной среде, содержащей DMEM/Хэма 

F12, дополненной L-глутамином (4 мМ), HEPES (15 мМ) и NaHCO3 (3,4 мМ). Чашки инкубировали при 

37°С с 5% СО2. Чтобы определить долю базальных клеток в популяции tEC до и после размножения в 

среде РСТ, цитоспиновые препараты окрашивали антителом против KRT5 и соответствующим вторич-

ным антителом. 

Пул продуцированных tEC содержал как полностью дифференцированные клетки (клетки Клара и 

реснитчатые клетки), так и базальные клетки. Как только их высевали на проницаемые мембраны, tEC 

были способны генерировать систему культивирования на границе раздела воздух/жидкость (ALI) в ре-

зультате пролиферации базальных клеток и редифференциации в секреторные и реснитчатые клетки. Для 

установления альтернативного и быстрого протокола для размножения базальных клеток, двухмерные 

(2D) культуры tEC с использованием доступной для приобретения патентованной целевой среды для 

клеток-предшественников (РСТ), специфически составленные для поддержания пролиферации клеток 

предшественников дыхательных путей при поддержании их в недифференцированном статусе, подвер-

гали оценке. В качестве отрицательного контроля tEC подвергали воздействию состава основной среды 

без добавления специфических факторов роста. tEC, высеянные на покрытые коллагеном пластиковые 

поверхности (4×10
3
 клеток/см

2
) и подвегнутые воздействию среды РСТ, были способны быстро расти и 

становились конфлюентными в пределах 5-8 дней, в то время как tEC, подвегнутые воздействию кон-

трольной среды без факторов роста, были неспособны прорастать и размножаться. Чтобы установить, 

приводит ли применение среды РСТ к значительному обогащению популяции базальных клеток, tEC 

собирали при приблизительно 80% слиянии (n=6 лунок), фиксировали и обрабатывали антителами про-

тив кератина 5 (Krt5) специфичным маркером базальных клеток. Свежевыделенные tEC применяли в 

качестве контролей (n=3 уникальных препаратов). Доля Krt5-положительных базальных клеток после 

размножения в среде РСТ была выше (78±1,4%), чем в свежевыделенных пулах tEC (33±0,6%), демонст-

рируя, что базальные клетки мышиных дыхательных путей могут селективно и быстро размножаться из 

смешанного пула tEC с использованием промышленной среды. 

Пример 6. Трансдукция культур tEC, обогащенных базальными клетками ex vivo с использованием 

F/HN-SIV-GFP. 

Чтобы определить, может ли F/HN-вектор SIV эффективно трансдуцировать базальные клетки ex 

vivo, tEC, полученные в примере 5, выращивали до приблизительно 70% слияния в течение 7 дней в сре-

де РСТ и трансдуцировали с использованием F/HN-SIV, несущего ген-репортер зеленого флуоресцентно-

го белка (F/HN-SIV-GFP) при MOI 100 и инкубировали при 37°С с 5% СО2 в течение 3 дней. tEC, полу-

ченные из животных дикого типа, и GFP-трансгенных животных культивировали в тех же самых услови-

ях и использовали в качестве отрицательной (вирусная трансдукция отсутствует) и положительной кон-

трольных групп соответственно (n=3-6 лунок/группу). 

Чтобы количественно оценить долю GFP-положительных клеток, культуры tEC, обогащенные ба-

зальными клетками, отделяли с помощью фермента аккутазы (CELLnTEC), ресуспендировали в PBS/1% 

BSA и подвергали анализу методом FACS, с подсчетом в среднем 20,277±2,478 клеток/группу. F/HN-

вектор SIV трансдуцировал 26±0,9% tEC, обогащенных базальных клетками (р<0,0001 при сравнении с 

нетрансдуцированными контролями). 

Для оценки того, являются ли трансдуцированные GFP-экспрессирующие клетки базальными клет-

ками, через три дня после инфицирования клетки дважды окрашивали антителами против Krt5 и GFP. 

Иммунофлуоресцентное окрашивание культивируемых клеток показало, что приблизительно 40% Krt5-

экспрессирующих клеток также экспрессировали GFP ген-репортер, показывая, что F/HN-вектор SIV 

может трансдуцировать предшественники базальных клеток ex vivo. 

Пример 7. Введение в нос мыши in vivo. 

Использовали мышей C57BL/6N (самки, 6-8 недель). Мышей анестезировали, помещали горизон-

тально на спину на нагретой доске и тонкий катетер (наружный диаметр <0,5 мм) вводили на глубину 

~2,5 мм от кончика носа в левую ноздрю. Используя шприцевой насос (Cole-Parmer, Vernon Hills, IL), 

вектор (100 мкл) затем медленно перфузировали на поверхность назального эпителия (1,3 мкл/мин) в 

течение 75 мин. Несмотря на перфузию вируса в левую ноздрю, авторы изобретения обычно наблюдали 

трансфекцию как в левой, так и правой ноздрях, что было обусловлено дисперсией растворов через це-

лую носовую полость. Мышей, трансдуцированных PBS и VSV-G-SIV, прекондиционированных с ис-

пользованием 1% лизофосфатидилхолина, как описано Limberis et al., 2002, применяли в качестве кон-

тролей. В указанные отметки времени (3-360 дней после трансдукции), мышей умерщвляли для визуали-

зации экспрессии GFP. Как показано на фиг. 2, экспрессию GFP наблюдали в течение по меньшей мере 

449 дней после трансдукции, в то время как отрицательный контроль не показывал экспрессии GFP. Как 

показано на фиг. 3, экспрессия трансгена с F/NH-вектором SIV была устойчивой, с наблюдаемой экс-

прессией GFP, в течение по меньшей мере 360 дней после трансдукции у 10 независимо тестированных 

мышей. 

Аналогично, как показано на фиг. 13, трансдукция F/HN-вектором SIV изобретения, содержащим 

промотор hCEF, приводила к долговременной экспрессии CpG-обогащенного гена-репортера (люцифера-
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зы). Высокие уровни экспрессии относительно контроля наблюдали как в легких, так и носу, в течение 

по меньшей мере 169 дней после трансдукции. 

В экспериментах с повторным введением группы мышей трансдуцировали с использованием либо 

одной дозы F/HN-SIV-lux (группа с одной дозой) или двух доз of F/HN-SIV-GFP (день 0, день 28), с по-

следующей обработкой F/HN-SIV-lux в день 56 (группа с повторной дозой). Важно отметить, что мыши, 

получавшие F/HN-SIV-lux (группа с одной дозой), и F/HN-SIV-lux в день 56 (группа с повторной дозой), 

имели сходный возраст и были трансдуцированы в одно и то же время. Экспрессию гена анализировали 

через 30 дней после введения F/HN-SIV-lux. Для сравнения мышей трансфицировали катионным липи-

дом GL67A в комплексе с геном-репортером люциферазы, как описано ранее (Griesenbach, U. et al., 

Methods Mol. Biol. 2008; 433:229-42) и экспрессию люциферазы измеряли через 2 дня после трансфекции. 

Как показано на фиг. 6, повторное введение F/HN-SIV в нос мыши не изменяло уровней экспрессии 

гена. Экспрессию трансгена сравнивают с лидирующей невирусной лекарственной формой для переноса 

генов (плазмида CMV-Lux в комплексе с GL67A). 

Профилирование участка ввода проводили на трансдуцированных мышах и исследовали время вы-

живаемости, как изложено при описании фиг. 12 выше. Наблюдали, что трансдукция с использованием 

F/HN-вектора SIV изобретения не оказывает каких-либо неблагоприятных воздействий на выживаемость 

мышей в сравнении с существующим F/HN-вектором SIV или отрицательным контролем (только буфер) 

(см. фиг. 12G). 

Пример 8. Индуцированная регенерация назальных эпителиальных клеток при обработке полидо-

канолом. 

Назальные эпителиальные клетки очищали посредством обработки полидоканолом согласно опи-

санному методу (Borthwick et al., Am. J. Respir Cell. Mol. Biol. 2001 Jun; 24 (6):662-70), с некоторой мо-

дификацией. Вкратце, мышей анестезировали и 10 мкл полидоканола (2%) вводили в нос в виде болюса 

посредством "назального нюханья". Для подтверждения очищения и регенерации назальных эпителиаль-

ных клеток назальную ткань перфузировали 10 мкл 2% (об./об. в PBS) полидоканола (монододецилового 

эфира нонаэтиленгликоля; SIGMA, St Louis, МО), и проводили гистологический анализ через 24 ч и 7 

дней после обработки (n=3/группа). Для анализа трансдукции возможных клеток-предшественников или 

стволовых клеток авторы изобретения сначала вводили вектор F/HN-SIV-GFP (4×10
8
 ЕТ/мышь) в назаль-

ный эпителий мыши. Через семь дней после трансдукции назальную ткань перфузировали 10 мкл 2% 

(об./об. в PBS) полидоканола, и данную обработку повторяли снова через 3 недели. Гистологические сре-

зы анализировали через 58 дней после введения вектора (30 дней после последней обработки полидока-

нолом). 

Пример 9. Биолюминесцентная визуализация. 

Мышам посредством внутрибрюшинной инъекции вводили 150 мг/кг D-люциферина (Xenogen, Al-

ameda, CA) за 10 мин до визуализации и анестезировали изофлураном. Биолюминесценцию (фото-

ны/с/см2/ср) от живых мышей измеряли, используя систему IVIS50 (Xenogen), при группировании по 4 в 

течение 10 мин, применяя программу из программного обеспечения Living Image (Xenogen). Для анато-

мической локализации генерировали псевдоцветное изображение, представляющее интенсивность света 

(синий: наименее интенсивный, красный: наиболее интенсивный), используя программное обеспечение 

Living Image, и наложенное на полутоновое стандартное изображение. Для количественного измерения 

биолюминесценции в носу эмиссию фотонов в заданной области (красная коробочка) измеряли посред-

ством маркировки стандартизованной области для количественной оценки. Размер красной коробочки 

сохраняли постоянным, и ее помещали над головами животных, как указано на фигуре. Важно отметить, 

что области маркировали, используя полутоновое стандартное изображение, чтобы избежать смещения. 

Пример 10. Препарат ткани для гистологической оценки экспрессии GFP и/или обнаружения ба-

зальных клеток. 

Мышей умерщвляли и кожу удаляли. Головы отрезали на уровне глаз и кожу, челюсти, язык и мяг-

кий кончик носа осторожно удаляли. Для визуализации in situ экспрессии GFP в носовой полости, флуо-

ресценцию GFP обнаруживали, используя флуоресцентную стереоскопическую микроскопию (Leica, 

Ernst Leitz Optische Werke, Germany). Впоследствии, ткань фиксировали в 4% параформальдегиде (рН 

7,4) в течение ночи при комнатной температуре и затем погружали в 20% ЭДТА (рН 7,5 в течение 5 

дней) для декальцификации. Раствор ЭДТА заменяли по меньшей мере через два дня. После декальци-

фикации ткань инкубировали в 15% сахарозе в течение ночи при комнатной температуре и затем погру-

жали в Tissue Mount (Chiba Medical, Soka, Japan). Срезы толщиной десять микрометров были нарезаны в 

шести различных положениях в каждой мышиной голове (~0-6 мм от конца носовой кости). Экспрессию 

GFP наблюдали, применяя флуоресцентный микроскоп (Leica). Количественную оценку и идентифика-

цию клеточных типов проводили на шести уровнях на мышь, используя объектив ×40 или ×63. Пролон-

гированная экспозиция изображения была необходимой, чтобы зафиксировать структуру назального 

эпителия с использованием флуоресцентной микроскопии. Это привело к пиксельному насыщению GFP-

положительных клеток и вызвало то, что GFP-положительные клетки кажутся почти белыми в большей 

степени, чем имеют обычный зеленый внешний вид, который авторы изобретения и другие, наблюдают 
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при более высоком увеличении. 

Клеточное распределение экспрессии трансгена F/NH-SIV исследовали в гистологических срезах. 

Конкретно, экспрессию EGFP определяли в гистологических срезах полости носа мыши (2 мм от кончи-

ка носа) через 30 дней после обработки. Фиг. 4 показывает расположение экспрессии EGFP (фиг. 4, бе-

лый точечный сигнал). 

Фиг. 5 показывает клеточные типы, трансдуцированные посредством обработки трансгеном/ 

NH-SIV носа мыши. 69% клеток, трансдуцированных в полости носа мыши, представляли собой реснит-

чатые респираторные эпителиальные клетки. Другие трансдуцированные клеточные типы включали 

нейрональные клетки в обонятельном эпителии (21%) и сквамозные клетки (7%). 

Чтобы обнаружить базальные клетки после обработки полидоканолом, проводили иммуноокраши-

вание на основе пероксидазы хрена (HRP), используя набор Envision (Dako, Glostrup, Denmark). Вкратце, 

предметные стекла обрабатывали 0,6% пероксидом водорода в метаноле в течение 15 мин, промывали в 

водопроводной воде и инкубировали с 1,5% нормальной козьей сывороткой (Abcam) в течение 30 мин. 

Предметные стекла затем инкубировали с кроличьими поликлональными антителами против цитокера-

тина 5 (1:500) (Abcam) в течение 1 ч с последующей инкубацией с козьими антителами против кроличь-

их IgG, конъюгированными с HRP (предоставленными вместе с набором) в течение 30 мин. Предметные 

стекла затем промывали в PBS и инкубировали с субстратом пероксидазы, 3-амино-9-этилкарбазолом 

(АЕС) (предоставленным вместе с набором) в течение 5 мин. Окончательно предметные стекла промы-

вали в дистиллированной Н2О, докрашивали водным гематоксилином Харриса (BDH) в течение 15 с, 

промывали в водопроводной воде и затем в дистиллированной Н2О. 

Иммунофлуоресцентное обнаружение GFP-положительных трансдуцированных назальных эпите-

лиальных клеток и Krt5 положительных базальных клеток проводили, используя следующие первичные 

и вторичные антитела: козьи поликлональные антитела против GFP (1:250) (Abcam), кроличьи монокло-

нальные антитела против KRT5 (1:500) (Abcam), ослиные антитела Alexa Fluor 488 против козьих IgG 

(1:200) (Invitrogen, Paisley, UK) и козьи антитела Alexa Fluor 594 против кроличьих IgG (1:200) 

(Invitrogen). Чтобы улучшить характеристики антител, срезы подвергали опосредованной нагревом дема-

скировке антигена в цитратном буфере (10 мМ лимонной кислоты, 0,05% Твин 20, рН 6,0) в течение 20 

мин на водяной бане при 100°С. Окрашенные срезы устанавливали в реагенте, препятствующем выгора-

нию флуоресценции ProLong Gold Antifade, вместе с DAPI (Invitrogen) и анализировали с использова-

нием конфокального микроскопа, как прежде (все на Zeiss). GFP-положительные базальные клетки 

(идентификация основана на морфологии и расположении в эпителиальном слое) количественно оцени-

вали всего на 13 срезах/мышь. Срезы, которые проявляли предполагаемые GFP-положительные базаль-

ные клетки, были отобраны для двойного окрашивания с использованием антител против KRT5 и против 

GFP, чтобы подтвердить фенотип базальных клеток. 

Пример 11. Трансдукция культур ALI. 

Полностью дифференцированные эпителиальные клетки дыхательных путей, выращенные как 

культуры ALI, приобретали от Epithelix (Geneva, Switzerland). ALI трансфицировали с использованием 

F/HN-SIV-lux при множественности заражения в интервале от ~25 до ~300 ЕТ/клетку. Через 6 ч вирус 

удаляли и ALI инкубировали в течение 10-26 дней. Базолатеральную среду заменяли каждые 48 ч во 

время этого периода инкубации. В установленные отметки времени ALI лизировали в 100 мкл буфера 

для лизиса репортера и экспрессию люциферазы количественно оценивали, используя систему для ана-

лиза люциферазы (Promega, Southampton, UK) в соответствии с инструкциями производителя. Содержа-

ние общего белка в культурах количественно оценивали, используя набор для анализа белка BioRad (Bi-

oRad, Hemel Hempstead, UK). Каждый образец анализировали в двух повторностях. Экспрессию люци-

феразы затем представляли в виде относительных световых единиц/мг общего белка. Для биолюминес-

центной визуализации 100 мкг люциферина в PBS добавляли к апикальной мембране. 

Как показано на фиг. 7, клетки в культурах ALI, были успешно трансдуцированы с использованием 

F/HN-SIV-Lux, о чем свидетельствует экспрессия люциферазы. Экспрессия люциферазы была выше при 

MOI 250 в сравнении с MOI 25. 

Пример 12. Анализ эффлюкса йодида. 

Клетки HEK293Т трансфицировали с использованием F/HN-SIV-GFP-CFTR или контрольного ви-

руса F/HN-SIV-GFP при множественности заражения, равной 500 ЕТ/клетку, и культивировали в течение 

2 дней. Активность хлоридного канала CFTR анализировали посредством измерения степени эффлюкса 
125

йодида, как описано ранее (Derand, R., et al., 2003). Скорости эффлюкса 
125

йодида нормализовали по 

времени добавления смеси форсколин/IBMX (время 0). Кривые были построены посредством нанесения 

на график зависимости скорости эффлюкса 
125

йодида от времени. Чтобы отразить кумулятивные уровни 

эффлюкса 
125

йодида после стимуляции агонистом, все сравнения основаны на площадях под кривой за-

висимости время-эффлюкс 
125

йодида. Площадь под кривой рассчитывали по правилу трапеции. Экспе-

рименты выполняли в двух повторностях (n=6 лунок/группу/эксперимент). 

Как показано на фиг. 8, F/HN-SIV может направлять функциональную экспрессию CFTR с относи-

тельным эффлюксом 
125

йодида, равным 0,65. Напротив, плазмидный вектор GL67A позволял достичь 

более низкого значения эффлюкса 
125

йодида, равного 0,33. 
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Пример 13. Трансдукция овечьих и человеческих первичных клеток легкого и легкого мыши. 

F/HN-SIV эффективно трансдуцирует овечьи и человеческие первичные клетки легких и легкое 

мыши. 

F/HN-SIV-CMV-Lux применяли, чтобы трансдуцировать человеческие клетки назальных соскобов 

(MOI 250) и клетки срезов человеческого и овечьего легкого, культивированные ех vivo (1×10
7
 ET/slice). 

Как показано на фиг. 9А, трансдукция как человеческих клеток назальных соскобов, так и клеток срезов 

человеческого и овечьего легкого приводила к существенной экспрессии трансгена люциферазы (сред-

ние значения в области 2×10
2
 ОСЕ/мг белка для человеческих назальных соскобов, 1×10

7 
ОСЕ/мг белка 

для срезов человеческого легкого и 2×10
7
 ОСЕ/мг белка для срезов овечьего легкого) 24-48 ч после тран-

сдукции. 

Первичные клетки легкого человека с MB, культивированные на границе раздела фаз воздух-

жидкость (CF hALI, ~1×10
5
), трансдуцировали с использованием (3×10

7
 ET) векторов F/HN-SIV-

SOCFTR2, содержащих промоторы CMV- и hCEF-трансгена. Число копий вектора (копий провирусной 

ДНК на копию эндогенной ДНК CFTR) измеряли через 6-8 дней после трансдукции. Промоторы как 

CMW, так и hCEF были способны достигать числа копий вектора, равного по меньшей мере 1×10
1
 (фиг. 

9В). 

Также измеряли уровень экспрессии мРНК CFTR (%VE: копий мРНК CFTR на копию эндогенной 

мРНК CFTR ×100) через 6-8 дней после трансдукции. Горизонтальная пунктирная линия на фиг. 9С 

представляет целевой уровень экспрессии, равный 5% VE, который, как полагают, представляет терапев-

тический порог. Как F/HN-SIV-soCFTR-CMV, так и F/HN-SIV-soCFTR2-hCEF индуцировали экспрес-

сию, которая была существенно выше этой целевой отметки (в области 40583±10687 и 18509±13588 со-

ответственно, среднее ± SD, n=4). 

После доставки in vivo векторов F/HN-SIV-EGFPLux, содержащих CMV, EF1a и промоторы hCEF в 

дефицитной по интегразе (ID) или компетентной по интегразе форме (IC или без метки), в клетки дыха-

тельных путей экспрессию трансгена определяли в назальном эпителии (фиг. 9D) и эпителии легких 

(фиг. 9Е) мышей (n=6-10/группа). Временную динамику экспрессии трансгена люциферазы регистриро-

вали посредством повторной биолюминесцентной визуализации in vivo и нормализовали по доставляе-

мой дозе. Четыре из пяти тестируемых векторов (vGM012 CMW, VGM014 EF1a, VGM020 hCEF и 

VGM076 hCEF ID) позволяли достичь экспрессии в носу выше целевого уровня в течение всего времени 

протекания эксперимента. Пятый вектор, vGM074 CMV ID, позволял достичь экспрессии в носу выше 

принятого уровня экспрессии в течение всего времени протекания эксперимента. 

Два из пяти тестируемых векторов (vGM014 EF1a и VGM020 hCEF) позволяли достичь экспрессии 

в легких выше целевого уровня в течение всего времени протекания эксперимента. Один вектор, 

vGM012 CMW, позволял достчь экспрессии в легких выше принятого уровня экспрессии в течение всего 

времени протекания эксперимента. 

Биолюминесценцию обнаруживали после трансдукции мышам in vivo на день 14 после трансдук-

ции. Представительные изображения показаны на фиг. 9F. Из пяти тестируемых векторов вектор 

VGM020 hCEF позволял достичь наивысшего уровня экспрессии in vivo. 

Биолюминесценцию также обнаруживали после трансдукции in vitro не-МВ hALI на день 5-6 после 

трансдукции. Представительные изображения показаны на фиг. 9G. Из пяти тестируемых векторов снова 

vGM020 hCEF позволял достичь наивысшего уровня экспрессии. 

Фиг. 9Н показывает экспрессию EGFP через 14 дней после трансдукции в мышином назальном эпи-

телии после доставки 1,6×0
8
 ET F/HN-SIV-hCEF-EGFPLux (vGM020), как визуализировано посредством 

иммуногистохимии (ядра, окрашенные DAPI). 

Временную динамику экспрессии трансгена люциферазы в не-МВ ALI регистрировали посредством 

повторной биолюминесцентной визуализации и нормализовали по доставляемой дозе. Как показано на 

фиг. 9I, векторы vGM014 EF1a и vGM020 hCEF позволяли достичь наивысшего уровня экспрессии. 

F/HN-SIV также эффективно трансдуцирует овечье легкое in vivo. Акрифлавин инстиллировали 

(аликвоты 3×100 мкл в течение ~5 мин) в проксимальные дыхательные пути при прямой бронхоскопиче-

ской визуализации. Распределение акрифлавина можно было оценить по оранжевому окрашиванию ис-

сеченных дыхательных путей после вскрытия (фиг. 10А). 

Акрифлавин был в значительной степени ограничен проводящими воздухоносными путями и от-

сутствовал в альвеолярных областях. Стрелка на фиг. 10А указывает приблизительный участок инстил-

ляции. Числа на линейке приведены в см. 

Фиг. 10В является представлением в виде диаграммы овечьего легкого (центр/верхушка трахеи). 

Круг представляет область на фиг. 10А. На фиг. 10В стрелка указывает прохождение бронхоскопа для 

доставки аликвот 3×100 мкл 2,2Е9 ЕТ/мл (6,6Е8 ЕТ всего) F/HN SIV CMV- EGFPLux n=3 отдельным ов-

цам (коды животных Т121, Т156 и Т251). Через семь дней после доставки 5-6 блоков образцов тканей 

были взяты после вскрытия при ~1 см интервалах от участка инстилляции. 

Блоки образцов были разделены на 2-3 приблизительно эквивалентных образца и подвергнуты ана-

лизам на предмет экспрессии трансгена, результаты которых показаны на фиг. 10С в виде анализов лю-
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циферазы, нормализованных по содержанию белка; и на фиг. 10D в виде количественной РВ-ПЦР, нор-

мализованной по уровням эндогенной мРНК CFTR. Горизонтальная линия на фиг. 10С представляет 

наивысшую активность люциферазы, отмеченную у какого-либо образца, обработанного невирусным 

вектором переноса генов, и на фиг. 10D целевой уровень экспрессии, равный 5% VE (как полагают, 

представляет терапевтический порог, см. выше). Для каждой группы обработки среднее значение было 

выше, чем сравнительное значение для невирусного вектора (фиг. 10С), и также достигало экспрессии 

выше целевого 5% порога VE. 

Пример 14. Экспрессия и функция CFTR, измеренные с использованием человеческих кишечных 

органоидов при CF. 

Кишечные органоиды человека с MB генерировали, как описано Dekkers J.F. et al. (Nature Medicine 

2013, 19(7): 939-945). Вкратце, кишечные биопсии промывали в растворах, содержащих ЭДТА, для дис-

социации клеток крипты. Клетки крипты затем трансдуцировали с использованием VGM058 (приблизи-

тельно 1×10
7 
единиц трансдукции) или контрольного вируса (n=3 лунок/состояние), заливали в Matrigel и 

давали возможность образовать органоиды в течение 3-4 дней. Функцию CFTR оценивали посредством 

подвергания органоидов воздействию форсколина (приблизительно 5 мкМ форсколина), который увели-

чивает внутриклеточные уровни цАМФ и таким образом активирует CFTR. В ответ на активацию CFTR 

органоиды увеличивают транспорт хлорида, что приводит к поглощению воды и набуханию. Органоиды 

(минимально 10/лунку) непосредственно анализировали посредством конфокальной микроскопии живых 

клеток (LSM710, Zeiss, ×5 объектив). Стимулированное форсколином набухание органоидов автоматиче-

ски количественно определяли с использованием программного обеспечения Volocity для визуализации 

(Improvision). Увеличение общей площади органоидов (плоскость ху) относительно площади при t=0 

обработки форсколином рассчитывали и усредняли. Индуцированное форсколином набухание значи-

тельно (р<0,001) увеличивалось в трансдуцированных VGM058 органоидах в сравнении с контролями 

(см. фиг. 14А). Значительные уровни CFTR-опосредованного эффлюкса йодида (р<0,05) были также об-

наружены в трансдуцированных VGM058 клетках (фиг. 14В) с использованием анализа эффлюкса йоди-

да, раскрытого в данном описании (см. пример 12). 

Пример 15. Генерация лентивирусных векторов для А1АТ. 

Лентивирусные векторы получали, используя остов SIV и 5-плазмидный метод, описанный выше в 

примерах 2 и 3 (для лентивируса CFTR), и с использованием промотора hCEF, как описано в настоящем 

описании. Генерировали две отдельных лентивирусных конструкции: одну с трансгеном человеческого 

α-1-антитрипсина (hAAT); одну с трансгеном Gaussia luciferase (Glux) (см. фиг. 15А и В, SEQ ID NO: 9 и 

10 соответственно). кДНК, содержащиеся в этих векторах, были кодон-оптимизированными и CpG-

обедненными. 

Пример 16. Культивирование на границе раздела фаз (ALI) с использованием лентивирусного век-

тора гена-репортера lux. 

Полностью дифференцированные дикого типа человеческие ALI культуры (MucilAir) приобретали 

от Epithelix SARL (Geneva, CH). ALI культивировали при 37°С и 5% CO2, и базолатеральную культу-

ральную среду заменяли каждые 2-3 дня. Культуральную среду хранили при -20°С до дополнительного 

анализа. 

ALI трансдуцировали (в день 0) посредством пипетирования 100 мкл вируса (1×10
7
 единиц транс-

фекции Tagman (ETT) на апикальную поверхность. Вирус удаляли через 4 ч инкубации при 37°С и базо-

латеральную среду заменяли. 

В указанные отметки времени после трансдукции апикальную поверхность ALI промывали посред-

ством инкубации со стерильным PBS в течение 1 ч. Промывки удаляли и хранили при -20°С до дальней-

шего анализа. 

Анализ люциферазы Gaussia (New England Biolabs, Ipswich, USA) проводили в соответствии с реко-

мендациями изготовителя. 15 мкл образца анализировали в двух повторностях и люминесценцию опре-

деляли на считывающем устройстве для планшетов Appliskan. Экспрессию Glux выражали в виде 

ОСЕ/мкл жидкости (ОСЕ=относительные световые единицы). 

Фиг. 16 представляет результаты, причем каждая точка представляет среднее значение ОСЕ/мкл в 

среде для n=6 ALI при показанной временной отметке (стандартная ошибка указана посредством планок 

погрешностей). Опосредованный лентивирусом перенос генов на поверхностях раздела фаз воздух-

жидкость у человека приводил к продолжительной экспрессии секретируемого репортерного белка лю-

циферазы Gaussia. 

Пример 17. Экспрессия трансгена в культурах срезов легкого с использованием А1АТ и лентиви-

русных векторов гена-репортера и lux. 

Нарезанные с высокой точностью срезы легкого человека получали, как описано у Moreno L. et al., 

Respir Res 2006 Aug 21; 7:111. Срезы легкого помещали в 12-луночные планшеты для культур тканей (1 

срез на лунку) в 1 мл среды и инкубировали при 37°С и 5% СО2. Среду меняли ежедневно и хранили при 

-20°С до дальнейшего анализа. 

В день 0 срезы легкого (n=6 на группу) трансдуцировали с использованием вируса SIV hCEF-
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sogLux (1×10
6
 ETT) или вируса SIV1 hCEF-sohAAT (2×10

6
 ETT), разбавленного в среде до конечного 

объема, равного 1000 мкл, и инкубировали в течение 4 ч. После инкубации среду заменяли и хранили 

при -20°С до дальнейшего анализа. 

Экспрессию люциферазы Gaussia определяли, как описано выше (пример 16). Как показано на фиг. 

17А, высокие уровни экспрессии секретируемого репортерного белка люциферазы Gaussia сопровождали 

опосредованный лентивирусом перенос генов в срезы легкого человека. Экспрессию ААТ (также име-

нуемого в данном описании как А1АТ) определяли, используя сэндвич-ELISA (Abcam, Cambridge, UK), 

выполняемый в соответствии с рекомендациями изготовителя. 50 мкл образца анализировали в двух по-

вторностях и измеряли на считывающем устройстве для микропланшетов при 450 нм. Как показано на 

фиг. 17В, высокие уровни экспрессии α-1-антитрипсина (ААТ/А1АТ) сопровождали опосредованный 

лентивирусом перенос генов в срезы легкого человека. 

Пример 18. In vivo введение А1АТ и лентивирусных векторов гена-репортера lux в нос мыши. 

Трансдукция мышиного легкого. 

Самок мышей C57BL/6 (Charles River, UK) анестезировали изофлураном и им давали 100 мкл виру-

са посредством назальной инстилляции, как описано у Xenariou S. et al., Gene Ther 2007 May;14(9): 768-

75. Животным давали между 1 и 5 доз и наблюдали ежедневно на предмет признаков токсичности. 

В случае люциферазы Gaussia самок мышей C57BL/6 анастезировали в день 0, используя изофлу-

ран, и им давали однократную дозу 100 мкл вируса SIV1 hCEF-soGLux (1×10
6
 ETT) посредством назаль-

ной инстилляции. Контрольных животных обрабатывали DMEM (среда для культур тканей), основным 

компонентом препарата вируса, используемого в исследовании. 

В случае А1АТ самок мышей С57bl/6 (n=5 на группу) обрабатывали 3 дозами SIV1 hCEF-sohAAT 

при 10-дневных интервалах (100 мкл на дозу, 6,8×10
7
 ЕТТ; общая доза 2,4×10

8 
ЕТТ). Контрольных жи-

вотных инстиллировали с использованием 100 мкл стерилизованного PBS (основного компонента за-

грузки полученного лентивируса, используемого в исследовании) в каждой отметке дозирования. 

Через 10 дней после третьей дозы животных умерщвляли и гомогенат ткани легкого, жидкость 

бронхоальвеолярного лаважа и сыворотку анализировали на предмет экспрессии ААТ. 

Дополнительно исследовали долговременную экспрессию А1АТ. В дни 1-5 эксперимента, мышей 

С57bl/6 обрабатывали 100 мкл SIV1 hCEF-sohAAT посредством назальной инстилляции (5 доз по 4×10
5 

ЕТТ, т.е. всего 2×10е
6
 ЕТТ на животное). Контрольных животных инстиллировали 100 мкл DMEM (среда 

для культуры ткани), основного компонента загрузки полученного лентивируса, используемого в иссле-

довании. Животных умерщвляли при различных отметках времени после трансдукции и гомогенат ткани 

легкого, жидкость бронхоальвеолярного лаважа, жидкость и сыворотку анализировали на предмет экс-

прессии ААТ. 

Сбор мышиной ткани. 

Мышей умерщвляли при указанных временных отметках после трансдукции. Кровь собирали по-

средством пункции левого желудочка и центрифугировали при 760 g в течение 10 мин для получения 

сыворотки. Сыворотку последовательно замораживали при -80°С. 

Бронхоальвеолярный лаваж (BAL) проводили иссечением шеи, вводом канюли в трахею и закреп-

лением ее на месте с помощью проводника шовной нити. 500 мкл PBS инстиллировали в легкое и аспи-

рировали три раза для получения тщательной промывки эпителиальной выстилки. Образец немедленно 

быстро замороживали в жидком азоте и хранили при -80°С для дальнейшего анализа. 

Легкие затем иссекали и быстро замороживали в жидком азоте и последовательно гомогенизирова-

ли в пробирках с лизирующим матриксом D (MP Biomedicals), центрифугировали в машине FastPrep 

(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) при 4 м/с в течение 45 с и хранили при -80°С для дальней-

шего анализа. 

Экспрессию ААТ (А1АТ) и люциферазы Gaussia (Glux) определяли, как описано в примерах 16 и 17 

выше. In vivo трансдукция клеток мышиных дыхательных путей с использованием однократной дозы 

лентивирусного вектора гена-репортера lux примера 15 приводила к долговременной экспрессии (по 

меньшей мере 12 месяцев) секретируемого репортерного белка люциферазы Gaussia, в гомогенате легких 

(фиг. 18А), жидкости бронхоальвеолярного лаважа (BAL, фиг. 18В) и сыворотке (фиг. 18С). 

Высокие уровни экспрессии А1АТ наблюдали в гомогенате легкого, BAL и сыворотке после опо-

средованного лентивирусом переноса гена ААТ (А1АТ) in vivo (фиг. 19) с наблюдаемым более чем 100-

кратным увеличением экспрессии ATT(A1AT) в гомогенате легкого и BAL в сравнении с соответствую-

щими отрицательными (PBS) контролями. Значительное увеличение (по меньшей мере на один порядок 

величины) экспрессии ATT (A1AT) также наблюдали в сыворотке. 

Дополнительно длительную экспрессию (по меньшей мере в течение 90 дней) α-1-антитрипсина 

наблюдали в гомогенате легкого (фиг. 20А), BAL (фиг. 20В) и сыворотке (фиг. 20С) после опосредован-

ного лентивирусом переноса гена ААТ (А1АТ) in vivo. 

Пример 19. Анализ мочи. 

Мышей С57bl/6 (n=5 на группу) обрабатывали 3 дозами SIV1 hCEF-sohAAT при 10-дневных интер-

валах (100 мкл на дозу, 6,8×10
7 

ЕТТ; суммарная доза 2,4×10
8
 ЕТТ). Контрольных животных инстиллиро-
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вали с использованием 100 мкл стерилизованного PBS (основного компонента полученной загрузки лен-

тивируса, используемой в исследовании) при каждой отметке дозирования. 

Через 10 дней после третьей дозы животных умерщвляли и гомогенат ткани легкого, жидкость 

бронхоальвеолярного лаважа и сыворотку анализировали на предмет экспрессии А1АТ. 

Анализ мочи (Abcam, Cambridge, UK) проводили в соответствии с инструкциями изготовителя. 

Во-первых, получали серийные разведения образцов мышиной сыворотки и жидкости BAL и ана-

лизировали их, чтобы определить соответствующие разведения для применения в дальнейших экспери-

ментах. 

Во-вторых, анализировали соответствующие образцы сыворотки и жидкости BAL от отдельных 

мышей (n=14), чтобы рассчитать кратность различия между концентрацией мочи в сыворотке и жидко-

сти BAL, эквивалентную эффекту разведения BAL на бронхоальвеолярную лаважную жидкость (по Ren-

nard S.I. et al., J. Appl. Physiol. (1985), 1986 Feb; 60(2):532-8). Среднее разведение BAL было 41-кратным 

(интервал 24-88). 

Принимая во внимание этот эффект разведения, рассчитывали концентрацию ATT (A1AT) в брон-

хоальвеолярной лаважной жидкости. Конкретно, концентрацию ААТ в жидкости бронхоальвеолярного 

лаважа умножали на фактор разведения, чтобы получить оценку "истинной" концентрации ААТ в брон-

хоальвеолярной лаважной жидкости. 

"Защитный" целевой уровень ATT (A1AT) в бронхоальвеолярной лаважной жидкости (ELF, т.е. 

жидкости выстилающей воздухоносные пути и воздушное пространство в легких) составлял 70 мкг/мл (в 

сравнении с "нормальным" целевым уровнем ATT (A1AT) в ELF, равным 200 мкг/мл). Как показано на 

фиг. 21, терапевтические уровни α-1-антитрипсина в бронхоальвеолярной лаважной жидкости после 

опосредованного лентивирусом переноса генов АТТ (А1АТ) in vivo. 

Пример 20. Генерация лентивирусных векторов для FVIII. 

Четыре различных лентивирусных вектора FVIII получали, используя остов SIV и 5-плазмидный 

метод, описанный выше в примерах 2 и 3 (для лентивируса CFTR) и 15 (для лентивируса А1АТ). Промо-

тор-трансгенные плазмиды имели SEQ ID NO: 11-14 соответственно. 

Последовательность SIV была идентичной последовательностям конструкций CFTR (примеры 2 и 

3) за исключением промотора и кДНК. Промотор человеческого цитомегаловируса (CMV) или тканеспе-

цифический промотор/энхансер hCEFI применяли, как указано (фиг. 22), для направления экспрессии 

трансгенов FVIII. 

SIV-F/HN-FVIII-N6-со содержал человеческую кДНК FVIII дикого типа, из которой домен BDD 

был удален посредством делеции и заменен на кодон-оптимизированный 226-аминокислотный фрагмент 

6N-гликозилирования. 

SIV-FVIII-V3 содержит человеческую кДНК FVIII дикого типа, из которой 226-аминокислотный 

сайт гликозилирования был удален посредством делеции и заменен на 17-аминокислотный пептид, кото-

рый экспрессирует триады 6N-гликозилирования внутри В-домена (McIntosh et al., Blood 2013 121(17); 

3335-3344). 

Пример 21. Количественная оценка антигена hFVIII и уровней активности на моделях in vivo и in 

vitro. 

Уровни человеческого антигена FVIII у мышиной модели количественно определяли посредством 

фермент-связанного иммуносорбентного анализа (ELISA) в соответствии с протоколом изготовителя. 

Вкратце, плазму, BAL и легкое анализировали на предмет присутствия антигена FVIII, используя As-

serachrom (FVIII:Ag) Elisa (Stago Diagnostics, France). 

Образцы разбавляли 1:2 и инкубировали в 96-луночном планшете, покрытом мышиными монокло-

нальными антителами против фрагмента фактора VIII, в течение 2 ч при комнатной температуре. После 

промывки в планшет добавляли вторичные против мышиных антитела, связанные с пероксидазой, и ин-

кубацию проводили в течение 2 ч при КТ. hFVIII:уровни Ag определяли спектрофотометрически при 450 

нм, используя субстрат ТМВ (данные не показаны). 

Еще один анализ ELISA применяли для оценки активности FVIII на модели HEK293T in vitro 

(FVIII:С, Affinity Biological, Canada). Супернатанты собирали через 48 и 72 ч после трансдукции 

HEK293T с использованием SIV-F/HN-FVIII-N6 или SIV-F/HN-FVIII-N3. Активность FVIII оценивали в 

соответствии со следующими инструкциями изготовителя, используя 50 мкл супернатантов, анализи-

руемые в двух повторностях. В качестве отрицательного контроля тестировали супернатант от необрабо-

танных клеток HEK293T. Активность hFVIII рассчитывали по стандартной кривой, генерируемый с ис-

пользованием ряда разведений нормальной человеческой объединенной плазмы (13-й Британский Стан-

дарт для концентрата фактора VIII коагуляции крови, человеческий; NIBSC). 

Клетки HEK293T трансдуцировали с использованием двух различных загрузок VGM142 (загрузка 

1-5,9×10
8
 ЕТТ/мл и загрузка 2-2,8×10

8
 ЕТТ/мл). Клетки HEK293T трансдуцировали с использованием 

загрузки 1 вектора VGM142 (фиг. 23А) и загрузки 2 вектора VGM142 (фиг. 23В) при 3 различных MOI 

(MOI1; 10; 100) и собирали через 48 и 72 ч после трансдукции. 

Как ясно видно на фиг. 23, увеличение активности FVIII наблюдали с увеличением MOI как для за-
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грузки 1, так и загрузки 2 VGM142 как через 48 ч, так и через 72 ч после трансдукции. Кроме того, ак-

тивность FVTII увеличивалась в интервале от 48 до 72 ч для каждого тестируемого MOI. 

Пример 22. Введение лентивирусных векторов FVIII и гена-репортера lux in vivo в нос мыши. 

Трансдукция в мышиное легкое. 

Все методики с участием животных выполняли согласно условиям и ограничению UK Home Office 

Project и персональных лицензируемых правил в соответствии с Animal Scientific Procedure Act (1986). 

Самок мышей C57BL/6 дикого типа в возрасте 6-8 недель (Charles River, UK) анестезировали, ис-

пользуя изофлюоран, и им давали 100 мкл вируса в забуференном фосфатом физрастворе по Дульбекко 

(D-PBS), как описано прежде (Griesenbach et al., 2012), и оценивали присутствие антигена FVIII. 

В двух экспериментах (группа 1 и 2) мыши получали 3 дозы (через день) SIV-F/HN-FVIII-N6 

(vGM142) и их умерщвляли через 10 дней после первой дозы. Группа 1 (n=4) была обработана общей 

дозой вектора, равной 1,4×10
6
 ЕТТ/мышь. Группу 2 (n=3) обрабатывали общей дозой вектора, равной 

1,57×10
8
 ЕТТ/мышь. 

В одном эксперименте (группа 3) мышей обрабатывали 12 дозами (через день) SIV-F/HN-FVIII-N6 

(vGM142) и умерщвляли через 28 дней после первой дозы. Группу 3 (n=4) обрабатывали общей дозой 

вектора, равной 3,36×10
8
 ЕТТ/мышь). 

Плазму, жидкость BAL и легкие собирали (как описано в примере 14). Вкратце, мышей умерщвля-

ли в указанные временные отметки после трансдукции. Кровь затем собирали из сердца в пробирки для 

сбора с антикоагулянтом, 3,2 цитрата натрия, перед центрифугированием при 2000-2500 ×g для получе-

ния плазмы. Жидкость BAL собирали, применяя 3 последовательных инстилляции PBS (500 мл) в мы-

шиные легкие при комнатной температуре. Супернатанты хранили при - 80°С. Легкие собирали и храни-

ли при - 80°С перед гомогенизацией ткани. 

Затем оценивали наличие экспрессии FVIII. Уровни FVIII оценивали в гомогенатах тканей легких 

(фиг. 24А). Жидкость BAL (фиг. 24В) и плазму (фиг. 24С) собирали раздельно в 3 независимых экспери-

ментах через 10 и/или 28 дней после обработки SIV-F/HN-FVIII-N6. Анализ выполняли с использовани-

ем однофакторного дисперсионного анализа Anova (GraphPad Prism) с множеством сравнений между 

группами обработки (**** р<0,0001). 

Как ясно видно на фиг. 24А, все три группы обработки производили наблюдаемое увеличение 

уровней hFVIII в ткани легкого в сравнении с соответствующим контролем (D-PBS). 28-Дневная обра-

ботка группы 3 приводила к значительному увеличению экспрессии hFVIII в сравнении с 10-дневными 

обработками групп 1 и 2. Аналогичные результаты наблюдали для образцов BAL жидкости (фиг. 24В), 

несмотря на то, что в этих образцах также имелось значительное увеличение уровней hFVIII у группы 2 в 

сравнении с группой 1. Обработка группы 3 приводила к значительному увеличению уровней hFVIII в 

плазме (фиг. 24C). 

Пример 23. Способ производства лентивирусных векторов согласно изобретению. 

Клетки HEK293 выращивают в суспензии, в среде для экспрессии Freestyle (химически определен-

ной, не содержащей компонентов животного происхождения и белков) и проводят подсчет клеток. Опре-

деляют концентрацию глюкозы и проводят титрование до ~35 мМ. Готовят смесь для трансфекции 

пДНК/PEIPro и клетки трансфицируют при 0,33 мг пДНК/1Е9 клеток. 

Подсчет клеток проводят снова и добавляют дополнительную среду для экспрессии Freestyle. По-

вторно определяют концентрацию глюкозы и проводят титрование до ~35 мМ. Можно добавить 5 мкл/мл 

Бензоназы и проводят трехстадийную линейную очистку вируса. Добавляют Бензоназу с последую-

щим добавлением TrypLE Select. Вирус охлаждают до 0°С и хранят на влажном льду для всех после-

дующих стадий. После отфильтровывания какого-либо невирусного вещества в форме частиц (фильтр 

mPES 0,45 мкм), вирус загружают на Mustang Q XT (3 мл мембраны/л очищенного вируса) с после-

дующей промывкой 0,15М NaCl Трис рН 7,5 и элюированием 1,0М NaCl Трис рН 7,5. Фракцию вируса 

собирают и разбавляют до 0,1-0,2 от первоначального объема средой Freestyle. TrypLE Select может 

быть добавлен теперь, если его не добавляли ранее, и Бензоназа также может быть добавлена на этой 

стадии в дополнение к или вместо добавленной ранее. 

Проводят круговую фильтрацию с тангенциальным потоком (TFF) (УФ до ~0,1-0,05 первоначаль-

ного объема=HV; ДФ ультраконцентрата ×5 HV против буфера для лекарственной формы; УФ до ~0,001-

0,002 от первоначального объема) и ультраконцентрат собирают. Вторая стадия TFF может выполняться, 

и может применяться более мелкий по размеру блок TFF для ДФ и/или конечной УФ. Дополнительные 

стадии могут включать смешанный режим/SEC и стерильную фильтрацию через 0,45 мкм или 0,2 мкм. 

Фиг. 11 изображает получение и очистку F/HN-векторов SIV. F/HN-векторы SIV получали посред-

ством 5-плазмидной (пДНК) PEI-опосредованной транзиентной трансфекции клеток 293Т, выращенных 

в суспензии в масштабе 1 л в биореакторах WAVE с контролируемым рН (GE), применяя масштабируе-

мые способы изобретения. Векторы очищали посредством глубинной/окончательной фильтрации 

(GE/Pall), загрязняющие нуклеиновые кислоты удаляли с использованием Бензоназы (Merck), векторы 

активировали с помощью TrypLE Select (Life Technology), очищали и концентрировали посредством 

анионообменной мембранной хроматографии (Pall) и тангенциальной поточной фильтрации (Spectrum). 
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Все емкости, контейнеры и колонки для процессов соответствовали требованиям cGMP для одноразово-

го применения. Все реагенты, за исключением плазмидной ДНК, соответствовали требованиям cGMP к 

продуктам, не содержащим компонентов животного происхождения. Показаны данные для различных 

конфигураций вектора (промотор трансгена, трансген, статус интегразы). Физические и функциональные 

титры определяли, используя К-ПЦР. 

См. результаты данного иллюстративного способа по изобретению, обсуждаемые при описании 

фиг. 11, приведенном выше. 

Ключ к SEQ ID NO. 

SEQ ID NO: 1. Плазмида, определенная на фиг. 1А (пДНК1 PGM326). 

SEQ ID NO: 2. Плазмида, определенная на фиг. 1В (пДНК2а PGM297). 

SEQ ID NO: 3. Плазмида, определенная на фиг. 1С (пДНК2b PGM299). 

SEQ ID NO: 4. Плазмида, определенная на фиг. 1D (пДНК3а PGM301). 

SEQ ID NO: 5. Плазмида, определенная на фиг. 1E (пДНК3b PGM303). 

SEQ ID NO: 6. Иллюстрированный промотор hCEF. 

SEQ ID NO: 7. Иллюстрированный трансген CFTR [soCFTR2). 

SEQ ID NO: 8. Иллюстрированный компонент WPRE (mWPRE). 

SEQ ID NO: 9. Плазмида F/HN-SIV-hCEF-soA1AT, определенная на фиг. 15 (пДНК1 pGM407). 

SEQ ID NO: 10. Плазмида F/HN-SIV-hCEF-sogLux, определенная на фиг. 15 (пДНК1 pGM358). 

SEQ ID NO: 11. Плазмида F/HN-SIV-CMV-HFVIII-V3, определенная на фиг. 22С (пДНК1 pGM411). 

SEQ ID NO: 12. Плазмида F/HN-SIV-hCEF-HFVIII-V3, определенная на фиг. 22D (пДНК1 pGM413). 

SEQ ID NO: 13. F/HN-SIV-CMV-HFVIII-N6-коплазмида, определенная на фиг. 22Е (пДНК1 

pGM412). 

SEQ ID NO: 14. F/HN-SIV-hCEF-HFVIII-N6-коплазмида, определенная на фиг. 22F (пДНК1 

pGM414). 

SEQ ID NO: 15. Иллюстрированный трансген А1АТ. 

SEQ ID NO: 16. Иллюстрированный трансген FVIII (N6). 

SEQ ID NO: 17. Иллюстрированный промотор CMV. 

SEQ ID NO: 18. Праймер для построения pCAGGS-Fct4. 

SEQ ID NO: 19. Праймер для построения pCAGGS-Fct4. 

SEQ ID NO: 20. Праймер для построения pCAGGS-Fct4. 

SEQ ID NO: 21. Праймер для построения pCAGGS-Fct4. 

SEQ ID NO: 22. Праймер для построения pCAGGS-Fct4. 

SEQ ID NO: 23. Праймер для построения pCAGGS-Fct4. 

SEQ ID NO: 24. Праймер для построения pCAGGS-SIVct+HN. 

SEQ ID NO: 25. Праймер для построения pCAGGS-SIVct+HN. 

SEQ ID NO: 26. Цепь, комплементарная к иллюстрированному трансгену А1АТ. 

SEQ ID NO: 27. Иллюстрированный пептид А1А1. 

SEQ ID NO: 28. Цепь, комплементарная к иллюстрированному трансгену FVIII (N6). 

SEQ ID NO: 29. Иллюстрированный пептид FVIII (N6). 

SEQ ID NO: 30. Иллюстрированный трансген FVIII (V3). 

SEQ ID NO: 31. Цепь, комплементарная к иллюстрированному трансгену FVIII (V3). 

SEQ ID NO: 32. Иллюстрированный пептид FVIII (V3). 

SEQ ID NO: 33. Цепь, комплементарная к иллюстрированному промотору CMV. 
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Последовательности 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Лентивирусный вектор для генной терапии, псевдотипированный гемагглютинин-

нейраминидазой HN и F-белками из респираторного парамиксовируса, содержащий гибридный энхан-

сер/промотор человеческих CMV и EF1a (hCEF) и трансген, кодирующий терапевтический белок, при-

чем между hCEF и трансгеном отсутствует какой-либо интрон. 

2. Лентивирусный вектор по п.1, выбранный из вектора на основе вируса иммунодефицита человека 

(HIV), вируса иммунодефицита обезьян (SIV), вируса иммунодефицита кошачьих (FIV), вируса инфек-

ционной анемии лошадей (EIAV) и вируса висна/маэди. 

3. Лентивирусный вектор по п.1 или 2, представляющий собой вектор на основе SIV. 

4. Лентивирусный вектор по любому из пп.1-3, где респираторный парамиксовирус представляет 

собой вирус Сендай. 

5. Лентивирусный вектор по любому из пп.1-4, в котором терапевтический белок представляет со-

бой 

(a) секретируемый терапевтический белок, в частности α-1-антитрипсин (А1АТ), фактор VIII, по-

верхностно-активный белок В (SFTPB), фактор VII, фактор IX, фактор X, фактор Cl, фактор фон Виллеб-

ранда, гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF) или моноклональное 

антитело к инфекционному агенту; или 

(b) CFTR, DNAH5, DNAH11, DNAI1 или DNAI2. 

6. Лентивирусный вектор по любому из пп.1-5, в котором терапевтический белок представляет со-

бой CFTR. 

7. Лентивирусный вектор по любому из пп.1-5, в котором терапевтический белок представляет со-

бой А1АТ. 

8. Лентивирусный вектор по любому из пп.1-5, в котором терапевтический белок представляет со-

бой FVIII. 

9. Способ получения лентивирусного вектора, определенного в любом из пп.1-8, включающий сле-
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дующие последовательные стадии: 

(a) выращивание клеток HEK293T или 293Т/17 в суспензии; 

(b) трансфекция клеток с использованием (i) плазмиды с геномом вектора, содержащей весь генети-

ческий материал, который упакован в конечный лентивирусный вектор, включая трансген, кодирующий 

терапевтический белок, под контролем промотора hCEF; и (ii) одной или более производящих плазмид, 

кодирующих белки Gag-Pol, Rev, F и HN; 

(c) добавление нуклеазы; 

(d) сбор лентивируса; 

(e) добавление трипсина и 

(f) очистка. 

10. Способ по п.9, в котором используют четыре производящие плазмиды. 

11. Способ по п.9 или 10, где: 

(a) плазмида с геномом вектора соответствует плазмиде, выбранной из pGM326 согласно фиг. 1А, 

pGM407 согласно фиг. 15А или одной из pGM411-pGM414 согласно фиг. 22C-F; и 

(b) производящая плазмида, кодирующая белок Gag-Pol, соответствует pGM297 согласно фиг. 1В; 

производящая плазмида, кодирующая белок Rev, соответствует pGM299 согласно фиг. 1С; производящая 

плазмида, кодирующая белок F, соответствует pGM301 согласно фиг. 1D; и/или производящая плазмида, 

кодирующая белок HN, соответствует pGM303 согласно фиг. 1E. 

12. Способ по пп.9-11, где стадия очистки включает проведение хроматографии. 

13. Способ лечения заболевания, включающий введение пациенту лентивирусного вектора по лю-

бому из пп.1-8. 

14. Способ по п.13, где заболевание представляет собой заболевание легких, выбранное из муко-

висцидоза (КФ); первичной цилиарной дискинезии (ПЦД); недостаточности поверхностно-активного 

белка В (ПАБ-В); недостаточности α-1-антитрипсина (А1АТ); легочного альвеолярного протеиноза 

(ЛАП) и хронического обструктивного заболевания легких (ХОБЛ). 

15. Способ по п.13, в котором лентивирусный вектор содержит трансген, кодирующий терапевтиче-

ский белок, который представляет собой фактор VIII, и заболевание представляет собой гемофилию. 

16. Применение лентивирусного вектора по любому из пп.1-6 в лечении КФ. 

17. Применение лентивирусного вектора по любому из пп.1-5 или 7 в лечении недостаточности α-1-

антитрипсина (А1АТ). 

18. Применение лентивирусного вектора по любому из пп.1-5 или 8 в лечении гемофилии. 

19. Клетка-хозяин, содержащая вектор по любому из пп.1-8. 

20. Композиция для применения в генной терапии, содержащая лентивирусный вектор по любому 

из пп.1-8 и фармацевтически приемлемый носитель. 
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