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По заявке на данное изобретение испрашивается приоритет предварительной заявки на патент 

США № 62/098547, поданной 31 декабря 2014 г., и предварительной заявки на патент США № 62/139952, 

поданной 30 марта 2015 г., раскрытия каждой из которых включены в настоящее изобретение во всей их 

полноте посредством ссылок. 

1. Область техники, к которой относится изобретение 

В настоящем изобретении представлены способы лечения гематологического нарушения, солидной 

опухоли или инфекционного заболевания у нуждающегося в этом субъекта с применением NK-клеток в 

комбинации со вторым средством или с применением NK-клеток с генетическими модификациями для 

специфичности нацеливания и/или специфичности хоминга. 

2. Уровень техники 

Естественные клетки-киллеры (NK) представляют собой цитотоксические лимфоциты, которые со-

ставляют основной компонент врожденной иммунной системы. 

NK-клетки активируются в ответ на интерфероны или полученные из макрофага цитокины.  

NK-клетки имеют поверхностные рецепторы двух типов, называемых "активирующими рецепторами" и 

"ингибирующими рецепторами", которые управляют цитотоксической активностью клеток. 

Помимо других активностей, NK-клетки играют роль в отторжении опухолей организмом, и было 

показано, что они способны уничтожать инфицированные вирусами клетки. Естественные клетки-

киллеры могут стать активированными посредством того, что у клеток отсутствуют белки или они де-

монстрируют сниженные уровни белков главного комплекса гистосовместимости (МНС). Активирован-

ные и расширенные NK-клетки и LAK-клетки из периферической крови использовались и в терапии  

ex vivo (вне организма), и в лечении in vivo (в организме) пациентов, имевших рак на поздней стадии, с 

некоторым успехом в отношении связанных с костным мозгом заболеваний, таких как лейкемия; рака 

молочной железы; и лимфом определенных типов. 

Несмотря на выгодные свойства NK-клеток в уничтожении опухолевых клеток и инфицированных 

вирусами клеток, остается большая потребность в разработке более эффективных NK-клеток и более 

эффективных схем лечения, в которых применяются NK-клетки. 

3. Сущность изобретения 

Настоящее изобретение представляет способы лечения заболевания (например, гематологического 

нарушения, солидной опухоли или инфекционного заболевания) у нуждающегося в этом субъекта с при-

менением естественных клеток-киллеров (NK) в комбинации со вторым средством, которое может при-

меняться для лечения заболевания. Также в настоящем изобретении представлены способы лечения за-

болевания (например, гематологического нарушения, солидной опухоли или инфекционного заболева-

ния) у нуждающегося в этом субъекта с применением NK-клеток с генетическими модификациями (на-

пример, NK-клеток, которые содержат химерный антигенный рецептор (CAR) и/или хоминг-рецептор) 

для специфичности нацеливания и/или хоминг-специфичности. 

В одном из аспектов, представленных в настоящем раскрытии, способы лечения рака у нуждающе-

гося в этом субъекта включают в себя (а) введение указанному субъекту изолированной популяции есте-

ственных клеток-киллеров (NK) или фармацевтической композиции с ними и (b) введение указанному 

субъекту второго средства или фармацевтической композиции с ним, при этом указанное второе средст-

во может применяться для лечения указанного рака. В конкретном варианте осуществления указанный 

рак представляет собой множественную миелому. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент, который специфично связывается с ассоциированным с опухолью анти-

геном (ТАА). В конкретных вариантах осуществления антитело представляет собой моноклональное ан-

титело. В конкретных вариантах осуществления ТАА выбирают из группы, состоящей из CD123, CLL-1, 

CD38, CS-1 (также называемого SLAM7, SLAMF7, CD319 и CRACC), CD138, ROR1, FAP, MUC1, PSCA, 

EGFRvIII, ЕРНА2 и GD2. В более конкретном варианте осуществления второе средство представляет 

собой антитело, которое связывается с CS-1. В более конкретных вариантах осуществления второе сред-

ство представляет собой элотузумаб (HuLuc63, гуманизированное моноклональное антитело против CS-1 

компаний Бристол-Майерс Сквибб/ЭббВи). 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент, который специфично связывается с ассоциированным с микроокруже-

нием опухоли антигеном (ТМАА). В конкретных вариантах осуществления антитело представляет собой 

моноклональное антитело. В конкретных вариантах осуществления ТМАА выбирают из группы, со-

стоящей из VEGF-A, EGF, PDGF, IGF и bFGF. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент, который специфично связывается и является антагонистом активности 

белка иммунной контрольной точки. В конкретных вариантах осуществления антитело представляет со-

бой моноклональное антитело. В конкретных вариантах осуществления белок иммунной контрольной 

точки выбирают из группы, состоящей из CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 и LAG-3. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой биспецифичный ак-

тиватор клеток-киллеров (BiKE). В конкретных вариантах осуществления BiKE содержит первый одно-
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цепочечный вариабельный фрагмент (scFv), который специфично связывается с ТАА. В дальнейших 

конкретных вариантах осуществления ТАА выбирают из группы, состоящей из CD123, CLL-1, CD38, 

CS-1, CD138, ROR1, FAP, MUC1, PSCA, EGFRvIII, EPHA2 и GD2. В конкретных вариантах осуществле-

ния BiKE содержит второй scFv, который специфично связывается с CD16. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой противовоспали-

тельное средство. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой иммуномодули-

рующее средство. В конкретных вариантах осуществления второе средство представляет собой ленали-

домид или помалидомид. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой цитотоксическое 

средство. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой вакцину против  

рака. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой химиотерапевтиче-

ский препарат. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой ингибитор HDAC. В 

других конкретных вариантах осуществления второе средство представляет собой ромидепсин (исто-

дакс, Celgene). 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой миРНК. 

В некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтиче-

скую композицию с ней вводят перед вторым средством или фармацевтической композицией с ним. В 

некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтическую 

композицию с ней вводят после второго средства или фармацевтической композиции с ним. В других 

вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтическую композицию с 

ней вводят одновременно со вторым средством или фармацевтической композицией с ним. 

В конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной попу-

ляции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции, инфузии, 

внутривенного (IV) введения, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. В конкрет-

ных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции NK-клеток 

или фармацевтической композиции с ней выполняют с помощью устройства, матрицы или скаффолда. В 

конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции 

NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции. В конкретных 

вариантах осуществления инъекция NK-клеток представляет собой местную инъекцию. В более кон-

кретных вариантах осуществления местную инъекцию выполняют непосредственно в солидную опухоль 

(например, саркому). В конкретных вариантах осуществления введение NK-клеток выполняют посредст-

вом инъекции шприцем. В конкретных вариантах осуществления введению NK-клеток посредством инъ-

екции способствуют лапароскопией, эндоскопией, ультразвуком, компьютерной томографией, магнит-

ным резонансом или рентгенологией. 

В конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту второго средства или 

фармацевтической композиции с ним выполняют посредством инъекции, инфузии, внутривенного (IV) 

введения, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. В конкретных вариантах осуще-

ствления этап введения указанному субъекту второго средства или фармацевтической композиции с ним 

выполняют с помощью устройства, матрицы или скаффолда. 

В различных вариантах осуществления NK-клетки являются фукозилированными на поверхности 

клеток. 

В некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтиче-

скую композицию с ней вводят в однократной дозе. В других вариантах осуществления изолированную 

популяцию NK-клеток или фармацевтическую композицию с ней вводят во множестве доз. 

В некоторых вариантах осуществления второе средство или фармацевтическую композицию с ним 

вводят в однократной дозе. В других вариантах осуществления второе средство или фармацевтическую 

композицию с ним вводят во множестве доз. 

В другом аспекте настоящего изобретения  представлены способы лечения рака у нуждающегося в 

этом субъекта, включающие в себя введение указанному субъекту изолированной популяции NK-клеток 

или фармацевтической композиции с ней, при этом NK-клетки содержат химерный антигенный рецептор 

(CAR), и при этом указанный CAR содержит внеклеточный домен, трансмембранный домен, внутрикле-

точный стимулирующий домен и, необязательно, дополнительно костимулирующий домен. Также в на-

стоящем изобретении представлены способы лечения рака у нуждающегося в этом субъекта, включаю-

щие в себя введение указанному субъекту изолированной популяции NK-клеток или фармацевтической 

композиции с ней, при этом NK-клетки содержат хоминг-рецептор и способы лечения рака у нуждающе-

гося в этом субъекта, включающие в себя введение указанному субъекту изолированной популяции есте-

ственных клеток-киллеров (NK) или фармацевтической композиции с ней, при этом NK-клетки содержат 

химерный антигенный рецептор (CAR) и хоминг-рецептор, при этом указанный CAR содержит внекле-
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точный домен, трансмембранный домен, внутриклеточный стимулирующий домен и, необязательно, до-

полнительно костимулирующий домен. В различных вариантах осуществления CAR содержит внекле-

точный домен, трансмембранный домен, внутриклеточный стимулирующий домен и костимулирующий 

домен. 

В конкретных вариантах осуществления NK-клетки, содержащие CAR и/или хоминг-рецептор, по-

лучают из CD34
+
 стволовых гематопоэтических клеток (HSC), которые конструируют таким образом, 

чтобы они экспрессировали CAR и/или хоминг-рецептор. 

В различных вариантах осуществления внеклеточный домен CAR представляет собой антигенсвя-

зывающий домен. В конкретных вариантах осуществления антигенсвязывающий домен представляет 

собой scFv-домен. В определенных вариантах осуществления антигенсвязывающий домен специфично 

связывается с ТАА. В конкретных вариантах осуществления ТАА выбирают из группы, состоящей из 

CD123, CLL-1, CD38, CD20 и CS-1. В более конкретных вариантах осуществления антигенсвязывающий 

домен содержит одноцепочечный Fv (scFv) или антигенсвязывающий фрагмент, полученный из антите-

ла, которое связывает CS-1. В более конкретных вариантах осуществления антигенсвязывающий домен 

содержит одноцепочечную версию элотузумаба и/или антигенсвязывающего фрагмента элотузумаба. В 

конкретных вариантах осуществления антигенсвязывающий домен содержит одноцепочечный Fv (scFv) 

или антигенсвязывающий фрагмент, полученный из антитела, которое связывает CD20. 

В различных вариантах осуществления внутриклеточный стимулирующий домен CAR представля-

ет собой сигнальный домен дзэта-CD3. 

В различных вариантах осуществления костимулирующий домен CAR содержит внутриклеточный 

домен CD28, 4-1ВВ, PD-1, ОХ40, CTLA-4, NKp46, NKp44, NKp30, DAP10 или DAP12. 

В различных вариантах осуществления хоминг-рецептор представляет собой хемотаксический ре-

цептор. В конкретных вариантах осуществления хемотаксический рецептор выбирают из группы, со-

стоящей из CXCR4, VEGFR2 и CCR7. 

В одном из вариантов осуществления, представленном в настоящем раскрытии, способ лечения ин-

дивида, имеющего множественную миелому, включает в себя введение индивиду (1) леналидомида или 

помалидомида и (2) NK-клеток, которые содержат CAR ("CAR NK-клетки"), при этом указанные CAR 

NK-клетки являются эффективными для лечения множественной миеломы у указанного индивида. В 

конкретных вариантах осуществления способа лечения индивида со множественной миеломой указан-

ные CAR NK-клетки содержат внеклеточный домен CAR, и этот внеклеточный домен является связы-

вающим CS-1 доменом. В конкретных вариантах осуществления связывающий CS-1 домен содержит 

scFv или антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывает CS-1. В определенных конкретных 

вариантах осуществления связывающий CS-1 домен содержит одноцепочечную версию элотузумаба 

и/или антигенсвязывающего фрагмента элотузумаба. 

В другом варианте осуществления, представленном в настоящем раскрытии, способ лечения инди-

вида, имеющего множественную миелому, включает в себя введение индивиду (1) леналидомида или 

помалидомида; (2) элотузумаба и (3) CAR NK-клеток, при этом указанные CAR NK-клетки являются 

эффективными для лечения множественной миеломы у указанного индивида. В определенных конкрет-

ных вариантах осуществления способа лечения индивида с множественной миеломой указанные CAR 

NK-клетки содержат внеклеточный домен CAR, и этот внеклеточный домен является связывающим CS-1 

доменом. В конкретных вариантах осуществления связывающий CS-1 домен содержит scFv или антиген-

связывающий фрагмент антитела, которое связывает CS-1. 

В другом варианте осуществления, представленном в настоящем раскрытии, способ лечения инди-

вида, имеющего рак крови (например, лимфому Беркитта), включает в себя введение индивиду (1) роми-

депсина и (2) CAR NK-клеток, при этом указанные CAR NK-клетки являются эффективными для лече-

ния рака крови (например, лимфомы Беркитта) у указанного индивида. В определенных конкретных ва-

риантах осуществления способа лечения индивида с раком крови (например, лимфомой Беркитта) ука-

занные CAR NK-клетки содержат внеклеточный домен CAR, и этот внеклеточный домен является связы-

вающим CD20 доменом. В конкретных вариантах осуществления связывающий CD20 домен содержит 

scFv или антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывает CD20. 

В конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной попу-

ляции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции, инфузии, 

внутривенного (IV) введения, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. В конкрет-

ных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции NK-клеток 

или фармацевтической композиции с ней выполняют с помощью устройства, матрицы или скаффолда. В 

конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции 

NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции. В конкретных 

вариантах осуществления инъекция NK-клеток представляет собой местную инъекцию. В более кон-

кретных вариантах осуществления местную инъекцию выполняют непосредственно в солидную опухоль 

(например, саркому). В конкретных вариантах осуществления введение NK-клеток выполняют посредст-

вом инъекции шприцем. В конкретных вариантах осуществления введению NK-клеток посредством инъ-

екции способствуют лапароскопией, эндоскопией, ультразвуком, компьютерной томографией, магнит-
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ным резонансом или рентгенологией. 

В различных вариантах осуществления NK-клетки являются фукозилированными на поверхности 

клеток. 

В некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтиче-

скую композицию с ней вводят в однократной дозе. В других вариантах осуществления изолированную 

популяцию NK-клеток или фармацевтическую композицию с ней вводят во множестве доз. 

В другом аспекте, представленном в настоящем раскрытии, способы лечения вирусной инфекции у 

нуждающегося в этом субъекта включают в себя (а) введение указанному субъекту изолированной попу-

ляции естественных клеток-киллеров (NK) или фармацевтической композиции с ней и (b) введение ука-

занному субъекту второго средства или фармацевтической композиции с ним, при этом указанное второе 

средство может применяться для лечения указанной вирусной инфекции. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент, который специфично связывается и является антагонистом активности 

белка иммунной контрольной точки. В конкретных вариантах осуществления антитело представляет со-

бой моноклональное антитело. В конкретных вариантах осуществления белок иммунной контрольной 

точки выбирают из группы, состоящей из CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 и LAG-3. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой биспецифичный ак-

тиватор клеток-киллеров (BiKE). 

В некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтиче-

скую композицию с ней вводят перед вторым средством или фармацевтической композицией с ним. В 

некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтическую 

композицию с ней вводят после второго средства или фармацевтической композиции с ним. В других 

вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтическую композицию с 

ней вводят одновременно со вторым средством или фармацевтической композицией с ним. 

В конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной попу-

ляции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции, инфузии, 

внутривенного (IV) введения, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. В конкрет-

ных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции NK-клеток 

или фармацевтической композиции с ней выполняют с помощью устройства, матрицы или скаффолда. В 

конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции 

NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции. В конкретных 

вариантах осуществления инъекция NK-клеток представляет собой местную инъекцию. В более кон-

кретных вариантах осуществления местную инъекцию выполняют непосредственно в солидную опухоль 

(например, саркома). В конкретных вариантах осуществления введение NK-клеток выполняют посредст-

вом инъекции шприцем. В конкретных вариантах осуществления введению NK-клеток посредством инъ-

екции способствуют лапароскопией, эндоскопией, ультразвуком, компьютерной томографией, магнит-

ным резонансом или рентгенологией. 

В конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту второго средства или 

фармацевтической композиции с ним выполняют посредством инъекции, инфузии, внутривенного (IV) 

введения, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. В конкретных вариантах осуще-

ствления этап введения указанному субъекту второго средства или фармацевтической композиции с ним 

выполняют с помощью устройства, матрицы или скаффолда. 

В различных вариантах осуществления NK-клетки являются фукозилированными на поверхности 

клеток. 

В некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтиче-

скую композицию с ней вводят в однократной дозе. В других вариантах осуществления изолированную 

популяцию NK-клеток или фармацевтическую композицию с ней вводят во множестве доз. 

В некоторых вариантах осуществления второе средство или фармацевтическую композицию с ним 

вводят в однократной дозе. В других вариантах осуществления второе средство или фармацевтическую 

композицию с ним вводят во множестве доз. 

В другом аспекте, представленном в настоящем раскрытии, способы лечения вирусной инфекции у 

нуждающегося в этом субъекта включают в себя введение указанному субъекту изолированной популя-

ции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней, при этом NK-клетки содержат химерный анти-

генный рецептор (CAR), при этом указанный CAR содержит внеклеточный домен, трансмембранный 

домен, внутриклеточный стимулирующий домен и, необязательно, костимулирующий домен. Также в 

настоящем изобретении представлены способы лечения вирусной инфекции у нуждающегося в этом 

субъекта, включающие в себя введение указанному субъекту изолированной популяции NK-клеток или 

фармацевтической композиции с ней, при этом NK-клетки содержат хоминг-рецептор, и способы лече-

ния вирусной инфекции у нуждающегося в этом субъекта, включающие в себя введение указанному 

субъекту изолированной популяции естественных клеток-киллеров (NK) или фармацевтической компо-

зиции с ней, при этом NK-клетки содержат химерный антигенный рецептор (CAR) и хоминг-рецептор, 

при этом указанный CAR содержит внеклеточный домен, трансмембранный домен, внутриклеточный 
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стимулирующий домен и, необязательно, костимулирующий домен. В различных вариантах осуществле-

ния CAR содержит внеклеточный домен, трансмембранный домен, внутриклеточный стимулирующий 

домен и костимулирующий домен. 

В конкретных вариантах осуществления NK-клетки, содержащие CAR и/или хоминг-рецептор, по-

лучают из CD34
+
 стволовых гематопоэтических клеток (HSC), которые конструируют таким образом, 

чтобы они экспрессировали CAR и/или хоминг-рецептор. 

В различных вариантах осуществления внеклеточный домен CAR представляет собой антигенсвя-

зывающий домен. В конкретных вариантах осуществления антигенсвязывающий домен представляет 

собой scFv домен. 

В различных вариантах осуществления внутриклеточный стимулирующий домен CAR представля-

ет собой сигнальный домен дзэта-CD3. 

В различных вариантах осуществления костимулирующий домен CAR содержит внутриклеточный 

домен CD28, 4-1ВВ, PD-1, ОХ40, CTLA-4, NKp46, NKp44, NKp30, DAP10 или DAP12. 

В различных вариантах осуществления хоминг-рецептор представляет собой хемотаксический ре-

цептор. В конкретных вариантах осуществления хемотаксический рецептор выбирают из группы, со-

стоящей из CXCR4, VEGFR2 и CCR7. 

В конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной попу-

ляции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции, инфузии, 

внутривенного (IV) введения, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. В конкрет-

ных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции NK-клеток 

или фармацевтической композиции с ней выполняют с помощью устройства, матрицы или скаффолда. В 

конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной популяции 

NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции. В конкретных 

вариантах осуществления инъекция NK-клеток представляет собой местную инъекцию. В более кон-

кретных вариантах осуществления местную инъекцию выполняют непосредственно в солидную опухоль 

(например, саркому). В конкретных вариантах осуществления введение NK-клеток выполняют посредст-

вом инъекции шприцем. В конкретных вариантах осуществления введению NK-клеток посредством инъ-

екции способствуют лапароскопией, эндоскопией, ультразвуком, компьютерной томографией, магнит-

ным резонансом или рентгенологией. 

В различных вариантах осуществления NK-клетки являются фукозилированными на поверхности 

клеток. 

В некоторых вариантах осуществления изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтиче-

скую композицию с ней вводят в однократной дозе. В других вариантах осуществления изолированную 

популяцию NK-клеток или фармацевтическую композицию с ней вводят во множестве доз. 

Настоящее изобретение также представляет наборы для лечения заболевания (например, гематоло-

гическое нарушение, солидная опухоль или инфекционное заболевание) у нуждающегося в этом субъек-

та, которые включают в себя изолированную популяцию NK-клеток и второе средство, которое может 

применяться для лечения заболевания. 

В одном из аспектов, представленных в настоящем раскрытии, наборы для лечения рака у нуждаю-

щегося в этом субъекта включают в себя (а) изолированную популяцию NK-клеток или фармацевтиче-

скую композицию с ней и (b) второе средство или фармацевтическую композицию с ним, при этом ука-

занное второе средство может применяться для лечения указанного рака. Второе средство может являть-

ся любым средством, которое может применяться в способах лечения рака в соответствии с описанным 

выше. 

В другом аспекте, представленном в настоящем раскрытии, наборы для лечения вирусной инфек-

ции у нуждающегося в этом субъекта включаю в себя (а) изолированную популяцию NK-клеток или 

фармацевтическую композицию с ней и (b) второе средство или фармацевтическую композицию с ним, 

при этом указанное второе средство может применяться для лечения указанной вирусной инфекции. 

Второе средство может быть любым средством, которое может применяться в способах лечения вирус-

ной инфекции в соответствии с описанным выше. 

В различных вариантах осуществления способов или наборов, предоставленных в настоящем рас-

крытии, NK-клетки представляют собой плацентарные промежуточные естественные клетки-киллеры 

(PiNK). В определенных вариантах осуществления клетки PiNK получены из плацентарных клеток. В 

конкретных вариантах осуществления плацентарные клетки получены из плацентарного перфузата. В 

конкретных вариантах осуществления плацентарные клетки получены из плацентарной ткани, которая 

была механически и/или ферментативно разорвана. 

В различных вариантах осуществления способов или наборов, предоставленных в настоящем рас-

крытии, NK-клетки представляют собой активированные NK-клетки. В определенных вариантах осуще-

ствления активированные NK-клетки продуцируют посредством процесса, включающего в себя  

(а) высевание популяции гематопоэтических стволовых клеток или клеток-предшественников в первой 

среде, содержащей интерлейкин-15 (IL-15) и, необязательно, один или более из фактора стволовых кле-

ток (SCF) и интерлейкина-7 (IL-7), при этом указанный IL-15 и необязательные SCF и IL-7 не содержатся 
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в пределах неопределенного компонента указанной среды, в результате чего популяция расширяется и 

множество гематопоэтических стволовых клеток или клеток-предшественников в пределах указанной 

популяции гематопоэтических стволовых клеток или клеток-предшественников дифференцируется в 

NK-клетки во время указанного расширения; и (b) расширение клеток с этапа (а) во второй среде, содер-

жащей интерлейкин-2 (IL-2), с тем. чтобы продуцировать популяцию активированных NK-клеток. В оп-

ределенных вариантах осуществления активированные NK-клетки продуцируют посредством процесса, 

включающего в себя расширение популяции гематопоэтических стволовых клеток или клеток-

предшественников в первой питательной среде, содержащей одно или более из фактора стволовых кле-

ток (SCF) интерлейкина-7 (IL-7) и интерлейкина-15 (IL-15), и при этом указанные SCF, IL-7 и IL-15 не 

содержатся в пределах неопределенного компонента указанной среды, и при этом множество гематопо-

этических стволовых клеток или клеток-предшественников в пределах указанной популяции гематопо-

этических стволовых клеток или клеток-предшественников дифференцируется в NK-клетки во время 

указанного расширения; и при этом второй этап указанного способа включает в себя расширение клеток 

с первого этапа во второй среде, содержащей интерлейкин-2 (IL-2), с тем чтобы продуцировать активи-

рованные NK-клетки. 

В конкретных вариантах осуществления первая среда также содержит один или более из лиганда 

Fms-подобной тирозинкиназы 3 (Flt3-L), тромбопоэтина (Tpo), интерлейкина-2 (IL-2) или гепарина. В 

дальнейших конкретных вариантах осуществления первая среда дополнительно содежит эмбриональную 

бычью сыворотку или человеческую сыворотку. В дальнейших конкретных вариантах осуществления 

SCF присутствует в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл в первой среде. В дальнейших конкрет-

ных вариантах осуществления Flt3-L присутствует в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл в пер-

вой среде. В дальнейших конкретных вариантах осуществления IL-2 присутствует в концентрации от 

около 50 до около 1500 межд.ед./мл в первой среде. В дальнейших конкретных вариантах осуществления 

IL-7 присутствует в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл в первой среде. В дальнейших конкрет-

ных вариантах осуществления IL-15 присутствует в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл в пер-

вой среде. В дальнейших конкретных вариантах осуществления Tpo присутствует в концентрации от 

около 1 до около 150 нг/мл в первой среде. В дальнейших конкретных вариантах осуществления гепарин 

присутствует в концентрации от около 0,1 до около 30 ед/мл в первой среде. 

В конкретных вариантах осуществления указанные IL-2 на приведенном выше втором этапе при-

сутствуют в концентрации от 50 до около 1500 межд.ед./мл во второй питательной среде. 

В конкретных вариантах осуществления указанная вторая среда дополнительно содержит одно или 

более из эмбриональной сыворотки теленка (FCS), трансферрина, инсулина, этаноламина, олеиновой 

кислоты, линолевой кислоты, пальмитиновой кислоты, бычьего сывороточного альбумина (BSA) и фито-

гемагглютинина. 

В конкретных вариантах осуществления стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники являются CD34
+
. 

В конкретных вариантах осуществления стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники включают стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники из чело-

веческого плацентарного перфузата и стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники 

из пуповины, при этом указанный плацентарный перфузат и указанная пуповинная кровь берутся из од-

ной и той же плаценты. 

В конкретных вариантах осуществления питающие клетки на приведенном выше этапе (b) включа-

ют в себя обработанные митомицином-С одноядерные клетки периферической крови (РВМС), клетки 

K562 или прилипающие к культуре клеток стволовые клетки. 

В конкретных вариантах осуществления NK-клетки являются CD3
-
CD56

+
CD16

-
. В дальнейшем 

конкретном варианте осуществления NK-клетки дополнительно являются CD94
+
CD117

+
. В другом даль-

нейшем конкретном варианте осуществления NK-клетки дополнительно являются CD161
-
. В другом 

дальнейшем конкретном варианте осуществления NK-клетки дополнительно являются NKG2D
+
. В дру-

гом дальнейшем конкретном варианте осуществления NK-клетки дополнительно являются NKp46
+
. В 

другом дальнейшем конкретном варианте осуществления NK-клетки дополнительно являются CD226
+
. 

В различных вариантах осуществления способов или наборов, предоставленных в настоящем рас-

крытии, NK-клетки представляют собой полученные посредством трехэтапного процесса NK-клетки 

(TSPNK). В конкретных вариантах осуществления клетки TSPNK представляют собой клетки-

предшественники NK. В определенных вариантах осуществления клетки TSPNK продуцируют посредст-

вом процесса, включающего в себя (а) культивирование гематопоэтических стволовых клеток или кле-

ток-предшественников в первой среде, содержащей Flt3L, TPO, SCF, IL-7, G-CSF, IL-6 и GM-CSF;  

(b) последующее культивирование указанных клеток во второй среде, содержащей Flt3L, SCF, IL-15 и  

IL-7, IL-17 и IL-15, G-CSF, IL-6 и GM-CSF; и (с) последующее культивирование указанных клеток в тре-

тьей среде, содержащей SCF, IL-15, IL-7, IL-2, G-CSF, IL-6 и GM-CSF. 

В конкретных вариантах осуществления продолжительность культивирования этапа (а) составляет 

7-9 дней, продолжительность культивирования этапа (b) составляет 5-7 дней и продолжительность куль-

тивирования этапа (с) составляет 5-9 дней. В конкретных вариантах осуществления продолжительность 
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культивирования этапа (а) составляет 7-9 дней, продолжительность культивирования этапа (b) составляет 

5-7 дней и продолжительность культивирования этапа (с) составляет 21-35 дней. 

В конкретных вариантах осуществления стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники, используемые в процессе, являются CD34
+
. 

В конкретных вариантах осуществления стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники включают стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники из чело-

веческого плацентарного перфузата и стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники 

из пуповины, при этом указанный плацентарный перфузат и указанная пуповинная кровь берутся из од-

ной и той же плаценты. 

В конкретных вариантах осуществления клетки CD34
-
содержат более чем 80% клеток TSPNK в 

конце этапа (а) процесса продуцирования клеток TSPNK, приведенного выше. 

В конкретных вариантах осуществления клетки TSPNK содержат не более чем 40% CD3
-
CD56

+
 

клеток. 

В конкретных вариантах осуществления клетки TSPNK содержат клетки, которые являются CD52
+
 

CD117
+
. 

В различных вариантах осуществления способов или наборов, описанных в настоящем раскрытии, 

NK-клетки продуцируют посредством процесса, включающего в себя (а) культивирование гематопоэти-

ческих стволовых клеток или клеток-предшественников в первой питательной среде, содержащей сред-

ство активации стволовых клеток и тромбопоэтин (Tpo), с тем чтобы продуцировать первую популяцию 

клеток; (b) культивирование первой популяции клеток во второй питательной среде, содержащей средст-

во активации стволовых клеток и интерлейкин 15 (IL-15) и не содержащей Tpo, с тем чтобы продуциро-

вать вторую популяцию клеток; и (с) культивирование второй популяции клеток в третьей питательной 

среде, содержащей IL-2 и IL-15 и не содержащей средство активации стволовых клеток и LMWH, с тем 

чтобы продуцировать третью популяцию клеток; при этом третья популяция клеток содержит NK-

клетки, которые являются CD56
+
, CD3

-
, CD16

-
или CD16

+
, и CD94

+
 или CD94-, и при этом по меньшей 

мере 80% NK-клеток являются жизнеспособными. 

Рак в любом из способов или наборов, предоставленных в настоящем раскрытии, может представ-

лять собой гематологический рак или солидную опухоль. 

В предпочтительном варианте осуществления любого из способов или наборов, предоставленных в 

настоящем раскрытии, субъектом является человек. 

3.1. Терминология. 

При использовании в настоящем изобретении "естественная клетка-киллер" или "NK-клетки", без 

дополнительного изменения, включают NK-клетки, полученные из любого источника ткани, и включают 

в себя зрелые естественные клетки-киллеры, а также предшественники естественных клеток-киллеров. В 

некоторых вариантах осуществления NK-клетки представляют собой плацентарные промежуточные ес-

тественные клетки-киллеры (PiNK), как описано в разделе 5.1.1. В некоторых вариантах осуществления 

NK-клетки представляют собой активированные NK-клетки, как описано в разделе 5.1.2. В некоторых 

вариантах осуществления NK-клетки представляют собой полученные посредством трехэтапного про-

цесса NK-клетки (TSPNK), как описано в разделе 5.1.3. NK-клетки могут быть получены из любого ис-

точника ткани и включают в себя зрелые естественные клетки-киллеры, а также клетки-

предшественники NK. 

При использовании в настоящем изобретении термин "популяция клеток-предшественников NK" 

относится к популяции клеток, содержащей последовательность клеточных поколений естественных 

клеток-киллеров, которые еще только будут развиваться в зрелые NK-клетки, что показывается, напри-

мер, уровнем(ями) экспрессии одного или более фенотипических маркеров, например CD56, CD16 и 

KIR. В одном из вариантов осуществления популяция клеток-предшественников NK содержит клетки с 

низким CD16 и высоким CD56. 

При использовании в настоящем изобретении "PiNK" и "клетки PiNK" относятся к плацентарным 

промежуточным естественным клеткам-киллерам, которые получают из человеческой плаценты, напри-

мер человеческого плацентарного перфузата или плацентарной ткани, которая была механически и/или 

ферментативно разорвана. Клетки являются CD56
+
 и CD16

-
, например, в соответствии с определенным 

посредством проточной цитометрии, например, посредством активированной флуоресценцией сортиров-

ки клеток с использованием антител к CD56 и CD16. 

При использовании в настоящем изобретении "плацентарный перфузат" означает перфузионный 

раствор, который прошел по меньшей мере через часть плаценты, например человеческой плаценты, на-

пример, через плацентарную сосудистую сеть, и содержит множество клеток, собранных перфузионным 

раствором во время прохождения через плаценту. 

При использовании в настоящем изобретении "клетки плацентарного перфузата" означают клетки, 

содержащие ядро, например полные клетки, содержащие ядро, выделенные из или которые могут быть 

выделены из плацентарного перфузата. 

При использовании в настоящем изобретении "питающие клетки" относится к клеткам одного типа, 

которые совместно культивируются с клетками второго типа, в целях обеспечения окружающей среды, в 
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которой клетки второго типа могут поддерживаться и, возможно, пролиферировать. Вне связи с какой-

либо теорией, питающие клетки могут представлять, например, пептиды, полипептиды, электрические 

сигналы, органические молекулы (например, стероиды), молекулы нуклеиновых кислот, факторы роста 

(например, bFGF), другие факторы (например, цитокины) и метаболические питательные вещества целе-

вым клеткам. В определенных вариантах осуществления питающие клетки растут в монослое. 

При использовании в настоящем изобретении термин "гематопоэтические клетки" включает в себя 

стволовые гематопоэтические клетки и гематопоэтические клетки-предшественники. 

При использовании в настоящем изобретении "неопределенный компонент" является термином из 

области культуральных сред, который относится к компонентам, чьи составляющие, как правило, обыч-

но не были предоставлены или не были определены количественно. Примеры "неопределенного компо-

нента" включают, без ограничения, человеческую сыворотку (например, человеческую сыворотку АВ) и 

эмбриональную сыворотку (например, эмбриональную бычью сыворотку или эмбриональную сыворотку 

теленка). 

При использовании в настоящем изобретении "+", при использовании для указания наличия кон-

кретного клеточного маркера, означает, что наличие клеточного маркера может быть обнаружено в акти-

вированной флуоресценцией клеточной сортировке поверх изотипического контроля; или может быть 

обнаружено выше фона в количественном или полуколичественном ПЦР-РВ. 

При использовании в настоящем изобретении "-", при использовании для указания наличия кон-

кретного клеточного маркера, означает, что наличие клеточного маркера не может быть обнаружено в 

активированной флуоресценцией клеточной сортировке поверх изотипического контроля; или не может 

быть обнаружено выше фона в количественном или полуколичественном ПЦР-РВ. 

При использовании в настоящем изобретении "рак" относится к гематологическому раку или со-

лидной опухоли. 

4. Краткое описание фигур 

Фиг. 1 изображает активность антителозависимой клеточно-опосредованной цитотоксичности 

(ADCC) клеток PiNK в сравнении с клетками Daudi при различных концентрациях ритуксимаба. 

Фиг. 2 изображает экспрессию PD-L1 и CS-1 в клеточных линиях MM MM285, ММ293, RPMI8226 

и ОРМ2. Клетки были окрашены анти-PD-L1 АРС (Biolegend, Cat# 329708), анти-CS1 РЕ-Су7 (Biolegend, 

Cat# 331816) и 7-AAD (BD Bioscience BD, Cat# 559925) согласно протоколу производителя. Данные были 

получены на BD LSRFortessa (BD Bioscience BD) и проанализированы с использованием программного 

обеспечения FLOWJO (Tree Star). Данные были выражены как % положительных клеток, запертых под 

единичными клетками 7-AAD-. Установка % положительного запирания была сделана с использованием 

неокрашенного образца в качестве контроля. Крайний левый пик на графиках указывает контроль, тогда 

как самый правый пик указывает образец. Процент клеток, положительных по PD-L1, был следующим: 

71,6% ММ285, 70,7% ММ293, 66,2% ОРМ-2 и 94,4% RPMI8226. Процент клеток, положительных по  

CS-1 был следующим: 31,8% ММ285, 58,8% ММ293, 93,4% ОРМ-2 и 29,5% RPMI8226. 

Фиг. 3 изображает 24-часовую пробу на цитотоксичность полученных посредством трехэтапного 

процесса NK-клеток в сравнении с указанными клеточными линиями ММ и первичными образцами ММ 

в отношении эффектор-мишень, составляющем 3:1. Количество жизнеспособных целевых клеток 

(PKH26
+
TO-PRO-3

-
) в каждом образце было определено количественно посредством проточной цито-

метрии с использованием гранул для подсчета в соответствии с протоколом, предоставленным произво-

дителем (Invitrogen, Cat# C36950). Гранулы для подсчета были введены в данную пробу в целях учета 

любой потенциальной пролиферации опухолевых клеток во время длительного 24-часового культивиро-

вания. После инкубации в течение 24 ч при 37°C и 5% СО2 клетки были собраны, после чего проводи-

лось окрашивание 1 мкМ TO-PRO-3, чтобы идентифицировать мертвые клетки. Результаты изображены 

как среднее значение ± стандартное отклонение среднего значения. 

Фиг. 4 изображает 24-часовую пробу на цитотоксичность полученных посредством трехэтапного 

процесса NK-клеток в сравнении с клетками ОРМ2 в отношении эффектор-мишень, составляющем 3:1, 

наряду со следующими дополнительными условиями: IL-15 (5 нг/мл) (Invitrogen, Cat# PHC9153); IL-2 

(200 межд.ед./мл) (Invitrogen, Cat# PHC0023); анти-PD-L1 (10 нг/мл) (Affymetrix, Cat# 16-5983-82); анти-

IgG (10 нг/мл) (Affymetrix, Cat# 16-4714-82); ревлимид (леналидомид; 1 мкМ) или диметилсульфоксид 

(0,1%) в планшетах с 48 лунками. Целевые клетки сами по себе были нанесены в планшет в качестве 

контролей. После инкубации в течение 24 ч при 37°C и 5% СО2 клетки были собраны, после чего прово-

дилось окрашивание 1 мкМ TO-PRO-3, чтобы идентифицировать мертвые клетки. Результаты изображе-

ны как среднее значение ± стандартное отклонение среднего значения. 

5. Подробное описание 

В настоящем изобретении представлены способы лечения заболевания (например, гематологиче-

ского нарушения, солидной опухоли или инфекционного заболевания) у нуждающегося в этом субъекта 

с применением естественных клеток-киллеров (NK) в комбинации со вторым средством, которое может 

применяться для лечения заболевания. Также в настоящем изобретении представлены способы лечения 

заболевания (например, гематологического нарушения, солидной опухоли или инфекционного заболева-
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ния) у нуждающегося в этом субъекта с применением NK-клеток с генетическими модификациями (на-

пример, NK-клеток, которые содержат химерный антигенный рецептор (CAR) и/или хоминг-рецептор) 

для специфичности нацеливания и/или хоминг-специфичности. Наборы для лечения заболевания (на-

пример, гематологического нарушения, солидной опухоли или инфекционного заболевания) у нуждаю-

щегося в этом субъекта включают в себя изолированную популяцию NK-клеток и второе средство, кото-

рое может применяться для лечения заболевания или которые включают в себя изолированную популя-

цию  

NK-клеток с генетическими модификациями (например, NK-клетки, которые содержат химерный анти-

генный рецептор (CAR) и/или хоминг-рецептор), также представлены в настоящем раскрытии. 

5.1. NK-клетки. 

В настоящем изобретении описаны NK-клетки, включая клетки PiNK, активированные NK-клетки, 

клетки TSPNK и NK-клетки, полученные посредством трехэтапного процесса. 

5.1.1. Плацентарные промежуточные естественные клетки-киллеры (PiNK). 

В некоторых вариантах осуществления NK-клетки представляют собой плацентарные промежуточ-

ные естественные клетки-киллеры (PiNK) (см. также патент США № 8263065, изобретение которого 

включено в настоящее описание посредством ссылки во всей его полноте). В различных вариантах осу-

ществления клетки PiNK получают из плацентарных клеток. В конкретных вариантах осуществления 

плацентарные клетки получают из плацентарного перфузата, например человеческого плацентарного 

перфузата. В конкретных вариантах осуществления плацентарные клетки получают из плацентарной 

ткани, которая была механически и/или ферментативно разорвана. 

Клетки PiNK характеризуются как являющиеся CD56
+
CD16

-
, т.е. демонстрируют клеточный маркер 

CD56 и не имеют клеточного маркера CD16, например, в соответствии с определенным посредством 

проточной цитометрии, например активированной флуоресценцией сортировки клеток с применением 

антител против CD16 и CD56, как описано выше. 

В определенных вариантах осуществления клетки PiNK являются CD3
-
. 

В других вариантах осуществления клетки PiNK не демонстрируют одного или более клеточных 

маркеров, демонстрируемых полностью зрелыми NK-клетками (например, CD16), или демонстрируют 

такие один или более маркеров на детектируемо сниженном уровне по сравнению с полностью зрелыми 

NK-клетками, или демонстрируют один или более клеточных маркеров, ассоциированных с предшест-

венниками естественных клеток-киллеров, но не с полностью зрелыми естественными клетками-

киллерами. В конкретном варианте осуществления клетка PiNK, описанная в настоящем раскрытии, экс-

прессирует NKG2D, CD94 и/или NKp46 на детектируемо более низком уровне, чем полностью зрелая 

NK-клетка. В другом конкретном варианте осуществления множество клеток PiNK, описанных в на-

стоящем раскрытии, экспрессирует, суммарно, NKG2D, CD94 и/или NKp46 на детектируемо более низ-

ком уровне, чем эквивалентное количество полностью зрелых NK-клеток. 

В определенных вариантах осуществления клетки PiNK экспрессируют одну или более микроРНК 

hsa-miR-100, hsa-miR-127, hsa-miR-211, hsa-miR-302c, hsa-miR-326, hsa-miR-337, hsa-miR-497,  

hsa-miR-512-3р, hsa-miR-515-5p, hsa-miR-517b, hsa-miR-517c, hsa-miR-518a, hsa-miR-518e, hsa-miR-519d, 

hsa-miR-520g, hsa-miR-520h, hsa-miR-564, hsa-miR-566, hsa-miR-618 и/или hsa-miR-99a на детектируемо 

более высоком уровне, чем естественные клетки-киллеры периферической крови. 

Поскольку послеродовая плацента содержит ткань и клетки из плода и из плацентарного перфузата 

матери, в зависимости от способа сбора, клетки PiNK могут включать в себя только эмбриональные 

клетки или существенное большинство эмбриональных клеток (например, более чем около 90, 95, 98 или 

99%) или могут включать в себя смесь эмбриональных и материнских клеток (например, эмбриональные 

клетки составляют менее чем около 90, 80, 70, 60 или 50% от суммарного количества содержащих ядро 

клеток перфузата). В одном из вариантов осуществления клетки PiNK получают только из эмбриональ-

ных плацентарных клеток, например клеток, полученных из замкнутой перфузии плаценты (см. выше), 

при этом перфузия производит перфузат, содержащий существенное большинство или только эмбрио-

нальные плацентарные клетки. В другом варианте осуществления клетки PiNK получают из эмбриональ-

ных и материнских клеток, например клеток, полученных посредством перфузии методом культивирова-

ния в кюветах (см. выше), при этом перфузия производит перфузат, содержащий смесь эмбриональных и 

материнских плацентарных клеток. Таким образом, в одном из вариантов осуществления NK-клетки 

представляют собой популяцию полученных из плаценты промежуточных NK-клеток, существенное 

большинство которых имеют эмбриональный генотип. В другом варианте осуществления NK-клетки 

представляют собой популяцию полученных из плаценты промежуточных NK-клеток, которые включа-

ют в себя NK-клетки, имеющие эмбриональный генотип, и NK-клетки, имеющие материнский фенотип. 

5.1.2. Активированные NK-клетки. 

В некоторых вариантах осуществления NK-клетки представляют собой активированные NK-клетки 

(т.е. полученные посредством двухэтапного процесса NK-клетки или клетки TSNK) (см. также публика-

цию заявки на патент США № 2012/0148553, изобретение которой включено в настоящее изобретение 

посредством ссылки во всей его полноте), которые представляют собой NK-клетки, продуцированные 

посредством любого способа/процесса, описанного ниже в разделе 5.2.4. 



039192 

- 10 - 

В конкретном варианте осуществления активированные NK-клетки являются CD3
-
CD56

+
. В кон-

кретном варианте осуществления активированные NK-клетки являются CD3
-
CD56

+
CD16

-
. В другом кон-

кретном варианте осуществления активированные NK-клетки дополнительно являются CD94
+
CD117

+
. В 

другом конкретном варианте осуществления активированные NK-клетки дополнительно являются 

CD161
-
. В другом конкретном варианте осуществления активированные NK-клетки дополнительно яв-

ляются NKG2D
+
. В другом конкретном варианте осуществления активированные NK-клетки дополни-

тельно являются NKp46
+
. В другом конкретном варианте осуществления активированные NK-клетки 

дополнительно являются CD226
+
. 

В определенных вариантах осуществления более чем 50, 60, 70, 80, 90, 92, 94, 96, 98% указанных 

активированных NK-клеток являются CD56
+
 и CD16". В других вариантах осуществления по меньшей 

мере 50, 60, 70, 80, 82, 84, 86, 88 или 90% указанных активированных NK-клеток являются CD3
-
 и CD56

+
. 

В других вариантах осуществления по меньшей мере 50, 52, 54, 56, 58 или 60% указанных активирован-

ных NK-клеток являются NKG2D
+
. В других вариантах осуществления меньше чем 30, 20, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 

4 или 3% указанных клеток являются NKB1
+
. В определенных других вариантах осуществления менее 

чем 30, 20, 10, 8, 6, 4 или 2% указанных активированных NK-клеток являются NKAT2
+
. В определенных 

других вариантах осуществления менее чем 30, 20, 10, 8, 6, 4 или 2% указанных активированных  

NK-клеток являются CD56
+
 и CD16

+
. В более конкретных вариантах осуществления по меньшей мере 10, 

20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65 или 70% указанных активированных NK-клеток CD3
-
CD56

+
 являются 

NKp46
+
. В других более конкретных вариантах осуществления по меньшей мере 10, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 

55, 60, 65, 70, 75, 80 или 85% указанных активированных NK-клеток CD3
-
CD56

+
 являются CD117

+
. В 

других более конкретных вариантах осуществления по меньшей мере 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% 

указанных активированных NK-клеток CD3
-
CD56

+
 являются CD94

+
. В других более конкретных вариан-

тах осуществления по меньшей мере 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% указанных активированных  

NK-клеток CD3
-
CD56

+
 являются CD161

-
. В других более конкретных вариантах осуществления по 

меньшей мере 10, 12, 14, 16, 18 или 20% указанных активированных NK-клеток CD3
-
CD56

+
 являются 

CD226
+
. В более конкретных вариантах осуществления по меньшей мере 20, 25, 30, 35 или 40% указан-

ных активированных NK-клеток CD3
-
CD56

+
 являются CD7

+
. В более конкретных вариантах осуществле-

ния по меньшей мере 30, 35, 40, 45, 50, 55 или 60% указанных активированных NK-клеток CD3
-
CD56

+
 

являются CD5
+
. 

Активированные NK-клетки могут иметь эмбриональный генотип или материнский генотип. На-

пример, поскольку послеродовая плацента, в качестве источника гематопоэтических клеток, подходящих 

для продуцирования активированных NK-клеток, содержит ткань и клетки от плода и от матери, плацен-

тарный перфузат может содержать только эмбриональные клетки или существенное большинство эм-

бриональных клеток (например, более чем около 90, 95, 98 или 99%) или может содержать смесь эм-

бриональных и материнских клеток (например, эмбриональные клетки составляют менее чем около 90, 

80, 70, 60 или 50% от суммарного количества содержащих ядро клеток перфузата). В одном из вариантов 

осуществления активированные NK-клетки получают только из эмбриональных плацентарных гематопо-

этических клеток, например клеток, полученных из замкнутой перфузии плаценты, при этом перфузия 

производит перфузат, содержащий существенное большинство или только эмбриональные плацентарные 

гематопоэтические клетки. В другом варианте осуществления активированные NK-клетки получают из 

эмбриональных и материнских клеток, например, клеток, полученных посредством перфузии методом 

культивирования в кюветах (см. выше), при этом перфузия производила перфузат, содержащий смесь 

эмбриональных и материнских плацентарных клеток. Таким образом, в одном из вариантов осуществле-

ния активированные NK-клетки получают из популяции полученных из плаценты промежуточных  

NK-клеток, существенное большинство которых имеет эмбриональный генотип. В другом варианте осу-

ществления активированные NK-клетки получают из популяции полученных из плаценты промежуточ-

ных NK-клеток, которые включают в себя естественные клетки-киллеры, имеющие эмбриональный ге-

нотип, и естественные клетки-киллеры, имеющие материнский фенотип. 

В определенных вариантах осуществления активированные NK-клетки или популяции, обогащен-

ные активированными NK-клетками, могут быть оценены посредством обнаружения одного или более 

функционально соответствующих маркеров, например, CD94, CD161, NKp44, DNAM-1, 2B4, NKp46, 

CD94, KIR и семейство NKG2 активирующих рецепторов (например, NKG2D). 

Необязательно, цитотоксическая активность изолированных или обогащенных естественных кле-

ток-киллеров может быть оценена, например, в пробе на цитотоксичность с использованием опухолевых 

клеток, например культивированных опухолевых клеток K562, LN-18, U937, WERI-RB-1, U-118MG,  

НТ-29, НСС2218, KG-1 или U266 и т.п. в качестве клеток-мишеней. 

5.1.3. NK-клетки, полученные посредством трехэтапного процесса (TSPNK). 

В некоторых вариантах осуществления NK-клетки представляют собой полученные посредством 

трехэтапного процесса NK-клетки (TSPNK), которые являются клетками NK, продуцированными любым 

способом/процессом, описанным ниже в разделе 5.2.5. В конкретных вариантах осуществления клетки 

TSPNK являются клетками-предшественниками NK (см. также публикацию заявки на патент США  

№ 2012/0148553, изобретение которой включено в настоящее описание посредством ссылки во всей его 
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полноте). 

5.1.3.1. Клетки TSPNK. 

В одном из вариантов осуществления указанная изолированная популяция клеток TSPNK, проду-

цированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит больший 

процент клеток CD3
-
CD56

+
, чем популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредст-

вом трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, например, популяция клеток-

предшественников NK, продуцированная посредством того же самого трехэтапного процесса, за исклю-

чением того, что третий этап культивирования, применявшийся для продуцирования популяции клеток-

предшественников NK, был более коротким по времени, чем третий этап культивирования, применяв-

шийся для продуцирования популяции клеток TSPNK. В конкретном варианте осуществления указанная 

популяция клеток TSPNK содержит около 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 или 99% клеток CD3
-
CD56

+
. В дру-

гом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток TSPNK содержит не менее чем 65, 

70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 или 99% клеток CD3
-
CD56

+
. В другом конкретном варианте осуществления ука-

занная популяция клеток TSPNK содержит между 65-70%, 70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 90-95% или 

95-99% клеток CD3
-
CD56

+
. В другом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток 

TSPNK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, про-

дуцируется с применением трехэтапного процесса, который включает в себя длинный третий этап куль-

тивирования, например, третий этап культивирования продолжительностью 18-20, 19-21, 20-22 или  

21-23 дня. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции 

клеток TSPNK включают в себя клетки CD3
-
CD56

+
, которые дополнительно являются CD117

+
, при этом 

указанная популяция клеток TSPNK содержит меньший процент клеток CD3
-
CD56

+
CD117

+
 чем популя-

ция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, например, популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредст-

вом того же самого трехэтапного процесса за исключением того, что третий этап культивирования, при-

менявшийся для продуцирования популяции клеток-предшественников NK, имел меньшую продолжи-

тельность, чем третий этап культивирования, применявшийся для продуцирования популяции клеток 

TSPNK. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции 

клеток TSPNK включают в себя клетки CD3
-
CD56

+
, которые дополнительно являются CD161

+
, при этом 

указанная популяция клеток TSPNK содержит меньший процент клеток CD3
-
CD56

+
CD161

+
, чем популя-

ция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, например, популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредст-

вом того же самого трехэтапного процесса за исключением того, что третий этап культивирования, при-

менявшийся для продуцирования популяции клеток-предшественников NK, имел меньшую продолжи-

тельность, чем третий этап культивирования, применявшийся для продуцирования популяции клеток 

TSPNK. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции 

клеток TSPNK включают в себя клетки CD3
-
CD56

+
, которые дополнительно являются NKp46

+
, при этом 

указанная популяция клеток TSPNK содержит больший процент клеток CD3 CD56
+
NKp46

+
, чем популя-

ция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, например, популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредст-

вом того же самого трехэтапного процесса, за исключением того, что третий этап культивирования, при-

менявшийся для продуцирования популяции клеток-предшественников NK, имел меньшую продолжи-

тельность, чем третий этап культивирования, применявшийся для продуцирования популяции клеток 

TSPNK. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции 

клеток TSPNK включают в себя клетки CD3
-
CD56

+
, которые дополнительно являются CD16

-
, при этом 

указанная популяция клеток TSPNK содержит больший процент клеток CD3
-
CD56

+
CD16

-
, чем популя-

ция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, например, популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредст-

вом того же самого трехэтапного процесса, за исключением того, что третий этап культивирования, при-

менявшийся для продуцирования популяции клеток-предшественников NK, имел меньшую продолжи-

тельность, чем третий этап культивирования, применявшийся для продуцирования популяции клеток 

TSPNK. В другом варианте осуществления клетки TSPNK, продуцированные посредством трехэтапного 

процесса, описанного в настоящем раскрытии, обладают более длинными теломерами, чем полученные 

из периферической крови (РВ) NK-клетки. 

В одном из вариантов осуществления популяция клеток TSPNK, продуцированная посредством 

трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются 

CD117
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции клеток TSPNK содержат не более 

чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток CD117
+
. В одном из 

вариантов осуществления популяция клеток TSPNK, продуцированная посредством трехэтапного про-
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цесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит клетки, которые являются NKG2D
+
. В конкретном 

варианте осуществления указанные популяции клеток TSPNK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 

25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток NKG2D
+
. В одном из вариантов осуществ-

ления популяция клеток TSPNK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, содержит клетки, которые являются NKp44
+
. В конкретном варианте осуществле-

ния указанные популяции клеток TSPNK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 

55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток NKp44
+
. В одном из вариантов осуществления популяция клеток 

TSPNK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, со-

держит клетки, которые являются CD52
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции 

клеток TSPNK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 

или 90% клеток CD52
+
. В конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток TSPNK, 

продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит 

клетки, которые являются CD52
+
CD117

+
. В одном из вариантов осуществления популяция клеток 

TSPNK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, со-

держит клетки, которые являются CD244
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции 

клеток TSPNK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 

или 90% клеток CD244
+
. В конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток TSPNK, 

продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит 

клетки, которые являются CD244
+
CD117

+
. В одном из вариантов осуществления популяция клеток 

TSPNK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, со-

держит, которые являются LFA-1
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции клеток 

TSPNK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% 

клеток LFA-1
+
. В одном из вариантов осуществления популяция клеток TSPNK, продуцированная по-

средством трехэтапного процесса,  описанного в настоящем раскрытии, содержит клетки, которые явля-

ются CD94
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции клеток TSPNK содержат не 

более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток CD94
+
. 

5.1.3.2. Клетки-предшественники NK. 

В одном из вариантов осуществления указанная изолированная популяция клеток-

предшественников NK содержит низкий процент клеток CD3
-
CD56

+
 по сравнению с процентом клеток 

CD3
-
CD56

+
, ассоциированных с популяциями клеток, не являющимися предшественниками NK-клеток, 

такие как популяции клеток, не являющиеся предшественниками NK-клеток, продуцированные посред-

ством трехэтапных способов, описанных в настоящем раскрытии, например популяция клеток-

предшественников NK содержит около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD3
-
CD56

+
. В дру-

гом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит 

не более чем 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD3
-
CD56

+
. В другом конкретном варианте 

осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит между 0-5%, 5-10%,  

10-15%, 15-20%, 20-25%, 25-30%, 30-35%, 35-40%, 40-45% или 45-50% клеток CD3
-
CD56

+
. В некоторых 

вариантах осуществления указанные популяции клеток-предшественников NK, например популяции 

клеток-предшественников NK, которые содержат низкий процент клеток CD3
-
CD56

+
 по сравнению с 

процентом клеток CD3
-
CD56

+
, ассоциированных с популяциями клеток, не являющимися предшествен-

никами NK-клеток, содержат не более чем 1%, не более чем 2%, не более чем 3%, не более чем 4%, не 

более чем 5%, не более чем 10% или не более чем 15% клеток CD3
-
CD56

+
. В другом конкретном вариан-

те осуществления указанные популяции клеток-предшественников NK, продуцированные посредством 

трехэтапных процессов, описанных в настоящем раскрытии, продуцируют с применением трехэтапного 

процесса, который включает в себя короткий третий этап культивирования, например, третий этап куль-

тивирования продолжительностью 4-6, 5-7, 6-8 или 7-9 дней. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях 

клеток-предшественников NK дополнительно являются CD117
+
. В конкретном варианте осуществления 

около 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 или 99% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-

предшественников NK являются CD117
+
. В другом конкретном варианте осуществления не менее чем 

65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 или 99% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-

предшественников NK являются CD117
+
. В другом конкретном варианте осуществления, между 65-70%, 

70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 90-95% или 95-99% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популя-

циях клеток-предшественников NK являются CD117
+
. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях 

клеток-предшественников NK дополнительно являются CD161
+
. В конкретном варианте осуществления, 

около 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 или 75% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-

предшественников NK являются CD161
+
. В другом конкретном варианте осуществления, не менее чем 

40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 или 75% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-

предшественников NK являются CD161
+
. В другом конкретном варианте осуществления между 40-45%, 

45-50%, 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70% или 70-75% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популя-

циях клеток-предшественников NK являются CD161
+
. 
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В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях 

клеток-предшественников NK дополнительно являются NKp46
+
. В конкретном варианте осуществления 

около 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90% или больше указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в ука-

занных популяциях клеток-предшественников NK являются NKp46
+
. В более конкретном варианте осу-

ществления около 25, 30, 35, 40, 45, 50 или 55% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях 

клеток-предшественников NK являются NKp46
+
. В другом конкретном варианте осуществления не более 

чем 25, 30, 35, 40, 45, 50 или 55% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-

предшественников NK являются NKp46
+
. В другом конкретном варианте осуществления между 25-30%, 

30-35%, 35-40%, 40-45%, 45-50%, 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70%, 70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90% или 

больше указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-предшественников NK являются 

NKp46
+
. В более конкретном варианте осуществления между 25-30%, 30-35%, 35-40%, 40-45%, 45-50% 

или 50-55% указанных клеток CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-предшественников NK явля-

ются NKp46
+
. 

В определенных вариантах осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK со-

держит клетки, которые являются CD56
+
CD16

-
. В определенных вариантах осуществления клетки  

CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-предшественников NK являются CD16

-
. В определенных 

вариантах осуществления клетки CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-предшественников NK яв-

ляются CD16
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции клеток-предшественников 

NK содержат не более чем 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD16
+
. В другом конкретном 

варианте осуществления указанные популяции клеток-предшественников NK содержат между 0-5%,  

5-10%, 10-15%, 15-20% или 20-25% клеток CD16
+
. В некоторых вариантах осуществления указанные 

популяции клеток-предшественников NK содержат не более чем 1%, не более чем 2%, не более чем 3%, 

не более чем 4%, не более чем 5%, не более чем 10% или не более чем 15% клеток CD16
+
. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях 

клеток-предшественников NK дополнительно являются CD16
-
. В определенных вариантах осуществле-

ния указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях клеток-предшественников NK дополнительно 

являются CD117
+
 и CD161

+
. В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3

-
CD56

+
 в 

указанных популяциях клеток-предшественников NK дополнительно являются CD16
-
, CD117

+
 и CD161

+
. 

В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанных популяциях кле-

ток-предшественников NK дополнительно являются CD16
-
, CD117

+
, CD161

+
 и NKp46

+
. 

В одном из вариантов осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная 

посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит не более чем около 

40% клеток CD3
-
CD56

+
. В одном из вариантов осуществления популяция клеток-предшественников NK, 

продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, включает в 

себя клетки, которые являются CD117
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции 

клеток-предшественников NK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 

70, 75, 80, 85 или 90% клеток CD117
+
. В одном из вариантов осуществления популяция клеток-

предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем 

раскрытии, включает в себя клетки, которые являются CD52
+
. В конкретном варианте осуществления 

указанные популяции клеток-предшественников NK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 

40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток CD52
+
. В конкретном варианте осуществления ука-

занная популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, 

описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются CD52
+
CD117

+
. В одном 

из вариантов осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством 

трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются 

CD244
+
. В конкретном варианте осуществления указанные популяции клеток-предшественников NK со-

держат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток 

CD244
+
. В конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK, 

продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, включает в 

себя клетки, которые являются CD244
+
 CD117

+
. В одном из вариантов осуществления популяция клеток-

предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем 

раскрытии, включает в себя клетки, которые являются LFA-1
+
. В конкретном варианте осуществления 

указанные популяции клеток-предшественников NK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 

40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток LFA-1
+
. В одном из вариантов осуществления популя-

ция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются CD94
+
. В конкретном варианте осуще-

ствления указанные популяции клеток-предшественников NK содержат не более чем около 5, 10, 15, 20, 

25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток CD94
+
. 

В конкретных вариантах осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцирован-

ная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит большую долю 

клеток CD56-, чем клеток CD56
+
. В конкретных вариантах осуществления популяция клеток-

предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем 
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раскрытии, дифференцируется in vivo или ex vivo в популяцию с увеличенной долей клеток CD56
+
. 

В конкретном варианте осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная 

посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит низкий процент кле-

ток CD34
-
CD117

+
 по сравнению с процентом клеток CD34

-
CD117

+
, ассоциированных с популяциями 

клеток, не являющимися предшественниками NK-клеток, например, популяция клеток-

предшественников NK содержит около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD34
-
CD117

+
. В 

другом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK содер-

жит не более чем 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD34
-
CD117

+
. В другом конкретном ва-

рианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит между 0-5%, 5-10%, 

10-15%, 15-20%, 20-25%, 25-30%, 30-35%, 35-40%, 40-45% или 45-50% клеток CD34
-
CD117

+
. В некото-

рых вариантах осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит не более 

чем 1%, не более чем 2%, не более чем 3%, не более чем 4%, не более чем 5%, не более чем 10% или не 

более чем 15% клеток CD34
-
CD117

+
. В другом конкретном варианте осуществления указанная популя-

ция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, продуцируется с применением трехэтапного процесса, который включает в себя 

короткий третий этап культивирования, например третий этап культивирования продолжительностью  

4-6, 5-7, 6-8 или 7-9 дней. 

В конкретном варианте осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная 

посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит низкий процент кле-

ток CD161
+
 по сравнению с процентом клеток CD161

+
, ассоциированных с популяциями клеток, не яв-

ляющимися предшественниками NK-клеток, например, популяция клеток-предшественников NK содер-

жит около 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD161
+
. В другом конкретном варианте осуще-

ствления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит не более чем 5, 10, 15, 20, 25, 30, 

35, 40, 45 или 50% клеток CD161
+
. В другом конкретном варианте осуществления указанная популяция 

клеток-предшественников NK содержит между 0-5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%, 20-25%, 25-30%, 30-35%, 

35-40%, 40-45% или 45-50% клеток CD161
+
. В некоторых вариантах осуществления указанная популяция 

клеток-предшественников NK содержит не более чем 1%, не более чем 2%, не более чем 3%, не более 

чем 4%, не более чем 5%, не более чем 10% или не более чем 15% клеток CD161
+
. В другом конкретном 

варианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посред-

ством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, продуцируется с применением трех-

этапного процесса, который включает в себя короткий третий этап культивирования, например третий 

этап культивирования продолжительностью 4-6, 5-7, 6-8 или 7-9 дней. 

В конкретном варианте осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная 

посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит низкий процент кле-

ток NKp46
+
 по сравнению с процентом клеток NKp46

+
, ассоциированных с популяциями клеток, не яв-

ляющимися предшественниками NK-клеток, например, популяция клеток-предшественников NK содер-

жит около 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток NKp46
+
. В другом конкретном варианте осу-

ществления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит не более чем 1, 5, 10, 15, 20, 

25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток NKp46
+
. В другом конкретном варианте осуществления указанная по-

пуляция клеток-предшественников NK содержит между 0-5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%, 20-25%, 25-30%, 

30-35%, 35-40%, 40-45% или 45-50% клеток NKp46
+
. В некоторых вариантах осуществления указанная 

популяция клеток-предшественников NK содержит не более чем 1%, не более чем 2%, не более чем 3%, 

не более чем 4%, не более чем 5%, не более чем 10% или не более чем 15% клеток NKp46
+
. В другом 

конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK, продуциро-

ванная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, продуцируется с при-

менением трехэтапного процесса, который включает в себя короткий третий этап культивирования, на-

пример третий этап культивирования продолжительностью 4-6, 5-7, 6-8 или 7-9 дней. 

В конкретном варианте осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная 

посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит низкий процент кле-

ток CD56
+
CD16

-
 по сравнению с процентом клеток CD56

+
CD16

-
, ассоциированных с популяцией клеток, 

не являющихся предшественниками NK-клеток, например популяция клеток-предшественников NK со-

держит около 1%, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD56
+
CD16

-
. В другом конкретном ва-

рианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит не более чем 1, 5, 

10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% клеток CD56
+
CD16

-
. В другом конкретном варианте осуществления 

указанная популяция клеток-предшественников NK содержит между 0-5%, 5-10%, 10-15%, 15-20%,  

20-25%, 25-30%, 30-35%, 35-40%, 40-45% или 45-50% клеток CD56
+
CD16

-
. В некоторых вариантах осу-

ществления указанная популяция клеток-предшественников NK содержит не более чем 1%, не более чем 

2%, не более чем 3%, не более чем 4%, не более чем 5%, не более чем 10% или не более чем 15% клеток 

CD56
+
CD16

-
. В другом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-

предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем 

раскрытии, продуцируется с применением трехэтапного процесса, который включает в себя короткий 

третий этап культивирования, например, третий этап культивирования продолжительностью 4-6, 5-7, 6-8 
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или 7-9 дней. 

В одном из вариантов осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная 

посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, кото-

рые являются CD52
+
CD117

+
. В конкретном варианте осуществления популяция клеток-

предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного процесса, описанного в настоящем 

раскрытии, содержит более высокий процент клеток CD52
+
CD117

+
 по сравнению с процентом клеток 

CD52
+
CD117

+
, ассоциированных с популяцией гематопоэтических клеток-предшественников. В кон-

кретном варианте осуществления популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредст-

вом трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, содержит более высокий процент кле-

ток CD52
+
CD117

+
 по сравнению с процентом клеток CD52

+
CD117

+
, ассоциированных с популяциями 

клеток, не являющимися предшественниками NK-клеток, например, популяция клеток-

предшественников NK содержит около 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90% или больше клеток 

CD52
+
CD117

+
. В другом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-

предшественников NK содержит не менее чем 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 или 90% клеток CD52
+
CD117

+
. 

В другом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников NK со-

держит между 50-55%, 55-60%, 60-65%, 65-70%, 70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 90-95% или больше 

клеток CD52
+
CD117

+
. В другом конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-

предшественников NK, которая включает в себя клетки CD52
+
CD117

+
, продуцируется посредством трех-

этапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, продуцируются с применением трехэтапного 

процесса, который включает в себя короткий третий этап культивирования, например третий этап куль-

тивирования продолжительностью 4-6, 5-7, 6-8 или 7-9 дней. В конкретном варианте осуществления ука-

занная популяция клеток-предшественников NK, которая включает в себя клетки CD52
+
CD117

+
, проду-

цируется с применением трехэтапного процесса, который включает в себя культивирование в течение 

суммарно 12 дней или больше, 13 дней или больше, 14 дней или больше, 15 дней или больше, 16 дней 

или больше, 17 дней или больше, 18 дней или больше, 19 дней или больше, 20 дней или больше или 21 

дня или больше. В конкретном варианте осуществления указанная популяция клеток-предшественников 

NK, которая включает в себя клетки CD52
+
CD117

+
, продуцируется с применением трехэтапного процес-

са, который включает в себя культивирование в течение суммарно 12 дней, 13 дней или 14 дней, но не 

более чем 21-25 дней, 25-30 дней или 30-35 дней культивирования. В конкретном варианте осуществле-

ния указанная популяция клеток-предшественников NK, которая включает в себя клетки CD52
+
CD117

+
, 

продуцируется с применением трехэтапного процесса, который включает в себя суммарно 21 день куль-

тивирования. 

В конкретном варианте осуществления клетки-предшественники NK, описанные в настоящем рас-

крытии, обладают большей способностью к пересадке в костный мозг (например, in vivo), чем не являю-

щиеся предшественниками NK-клетки, например не являющиеся предшественниками NK-клетки, про-

дуцированные посредством сопоставимого способа. Например, в определенных вариантах осуществле-

ния клетки-предшественники NK, продуцированные с применением трехэтапного способа, который 

включает в себя короткий третий этап культивирования, например третий этап культивирования про-

должительностью 4-6, 5-7, 6-8 или 7-9 дней, при пересадке в костный мозг (например, in vivo) обладают 

более высокой эффективностью, чем не являющиеся предшественниками NK-клетки, продуцированные с 

применением трехэтапного способа, который включает более длинный третий этап культивирования, 

например третий этап культивирования продолжительностью 18-20, 19-21, 20-22 или 21-23 дня. В другом 

варианте осуществления клетки-предшественники NK, описанные в настоящем раскрытии, обладают 

более длинными теломерами, чем полученные из периферической крови (РВ) NK-клетки. 

5.1.4. NK-клетки, продуцированные посредством трехэтапного способа. 

В одном из вариантов осуществления в настоящем изобретении предоставлена изолированная по-

пуляция NK-клеток, при этом указанные NK-клетки продуцируют согласно трехэтапному способу, опи-

санному ниже. 

В одном из вариантов осуществления в настоящем изобретении предоставлена изолированная по-

пуляция NK-клеток, продуцированная посредством трехэтапного способа, описанного в настоящем рас-

крытии, при этом указанная популяция NK-клеток содержит больший процент клеток CD3
-
CD56

+
, чем 

популяция клеток-предшественников NK, продуцированная посредством трехэтапного способа, описан-

ного в настоящем раскрытии, например популяция клеток-предшественников NK, продуцированная по-

средством того же самого трехэтапного способа, за исключением того, что третий этап культивирования, 

применявшийся для продуцирования популяции клеток-предшественников NK, имел меньшую продол-

жительность, чем третий этап культивирования, применявшийся для продуцирования популяции NK-

клеток. В конкретном варианте осуществления указанная популяция NK-клеток содержит около 70% или 

больше, в некоторых вариантах осуществления 75, 80, 85, 90, 95, 98 или 99% клеток CD3
-
CD56

+
. В дру-

гом конкретном варианте осуществления указанная популяция NK-клеток содержит не менее чем 80, 85, 

90, 95, 98 или 99% клеток CD3
-
CD56

+
. В другом конкретном варианте осуществления указанная популя-

ция NK-клеток содержит между 70-75%, 75-80%, 80-85%, 85-90%, 90-95% или 95-99% клеток  

CD3
-
CD56

+
. 
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В определенных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции 

NK-клеток включают в себя клетки CD3
-
CD56

+
, которые дополнительно являются NKp46

+
. В определен-

ных вариантах осуществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции NK-клеток включа-

ют в себя клетки CD3
-
CD56

+
, которые дополнительно являются CD16

-
. В определенных вариантах осу-

ществления указанные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции NK-клеток включают в себя клетки 

CD3
-
CD56

+
, которые дополнительно являются CD16

+
. В определенных вариантах осуществления указан-

ные клетки CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции NK-клеток включают в себя клетки CD3

-
CD56

+
, которые 

дополнительно являются CD94-. В определенных вариантах осуществления указанные клетки  

CD3
-
CD56

+
 в указанной популяции NK-клеток включают в себя клетки CD3

-
CD56

+
, которые дополни-

тельно являются CD94
+
. 

В одном из вариантов осуществления популяция NK-клеток, продуцированная посредством трех-

этапного способа, описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются 

CD117
+
. В одном из вариантов осуществления популяция NK-клеток, продуцированная посредством 

трехэтапного способа, описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются 

NKG2D
+
. В одном из вариантов осуществления популяция NK-клеток, продуцированная посредством 

трехэтапного способа, описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются 

NKp44
+
. В одном из вариантов осуществления популяция NK-клеток, продуцированная посредством 

трехэтапного способа, описанного в настоящем раскрытии, включает в себя клетки, которые являются 

CD244
+
. 

5.1.5. Комбинации клеток и комбинации клеток/перфузата. 

NK-клетки, например активированные NK-клетки и/или клетки TSPNK, могут быть дополнительно 

объединены с плацентарным перфузатом, клетками плацентарного перфузата и/или прилипающими пла-

центарными клетками в настоящем изобретении. 

5.1.5.1. Комбинации NK-клеток и перфузата или клеток перфузата. 

В конкретных вариантах осуществления NK-клетки включают в себя клетки PiNK CD56
+
CD16

-
 в 

комбинации с естественными клетками-киллерами CD56
+
CD16

+
. В более конкретных вариантах осуще-

ствления естественные клетки-киллеры CD56
+
CD16

+
 могут быть изолированы из плаценты или из друго-

го источника, например периферической крови, пуповинной крови, костного мозга и т.п. Таким образом, 

в различных других вариантах осуществления клетки PiNK могут быть объединены с естественными 

клетками-киллерами CD56
+
CD16

+
 в соотношениях, например, около 1:10, 2:9, 3:8, 4:7, 5:6, 6:5, 7:4, 8:3, 

9:2, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1 или около 9:1. При использо-

вании в данном контексте "изолированные" означает, что клетки были удалены из их обычной окру-

жающей среды, например плаценты. 

В различных конкретных вариантах осуществления изолированная популяция NK-клеток содержит 

по меньшей мере около 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 или по меньшей мере около 99% клеток 

PiNK. В другом варианте осуществления множество клеток PiNK включает в себя или состоит из клеток 

PiNK, которые не были расширены; например, находятся в том же состоянии, в котором были собраны 

из плацентарного перфузата. В другом варианте осуществления множество клеток PiNK включает в себя 

или состоит из клеток PiNK, которые были расширены. Способы расширения NK-клеток описываются в 

других местах в настоящем раскрытии, а также были описаны, например, в Ohno и др., публикации заяв-

ки на патент США № 2003/0157713; см. также Yssel et al., J. Immunol. Methods, 72(1):219-227 (1984) и 

Litwin et al., J. Exp. Med. 178(4):1321-1326 (1993). 

В конкретных вариантах осуществления изолированная популяция NK-клеток представляет собой 

популяцию плацентарных клеток, включающих в себя клетки PiNK. В конкретном варианте осуществле-

ния изолированная популяция NK-клеток представляет собой тотальные содержащие ядро клетки из 

плацентарного перфузата, например, клетки плацентарного перфузата, включающие в себя аутогенные 

изолированные клетки PiNK. В различных других вариантах осуществления активированные NK-клетки 

могут быть объединены, например, с NK-клетками, при этом указанные NK-клетки были изолированы из 

источника ткани и не были расширены, NK-клетками, изолированными из источника ткани и расширен-

ными, или NK-клетками, продуцированными посредством другого способа, например NK-клетки 

CD56
+
CD16

+
, например, в соотношениях, например, около 1:10, 2:9, 3:8, 4:7, 5:6, 6:5, 7:4, 8:3, 9:2, 1:10, 

1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1 или около 9:1. При использовании в 

данном контексте "изолированные" означает, что клетки были удалены из их обычной тканевой окру-

жающей среды. 

В конкретных вариантах осуществления активированные NK-клетки могут также быть объединены, 

например, с NK-клетками, при этом указанные NK-клетки были изолированы из источника ткани и не 

были расширены, NK-клетками, изолированными из источника ткани и расширенными, или  

NK-клетками, продуцированными посредством другого способа, например NK-клетки CD56
+
CD16

+
, на-

пример, в соотношениях, например, около 1:10, 2:9, 3:8, 4:7, 5:6, 6:5, 7:4, 8:3, 9:2, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 

1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1 или около 9:1. При использовании в данном контексте 

"изолированные" означает, что клетки были удалены из их обычной тканевой окружающей среды. 

В одном из вариантов осуществления, например, используется объем плацентарного перфузата, до-
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полненного NK-клетками, продуцированными с применением процессов, описанных в настоящем рас-

крытии, например, активированными NK-клетками или клетками TSPNK (например, клетками-

предшественниками NK). В конкретных вариантах осуществления, например, каждый миллилитр пла-

центарного перфузата дополнен около 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
 

или более NK-клетками, продуцированными с применением процессов, описанных в настоящем раскры-

тии, например, активированными NK-клетками или клетками TSPNK (например, клетками-

предшественниками NK). В другом варианте осуществления клетки плацентарного перфузата дополнены 

NK-клетками, продуцированными с применением процессов, описанных в настоящем раскрытии, напри-

мер активированными NK-клетками или клетками TSPNK (например, клетками-предшественники NK). В 

определенных других вариантах осуществления, когда клетки плацентарного перфузата объединяют с 

NK-клетками, продуцированными с применением процессов, описанных в настоящем раскрытии, напри-

мер активированными NK-клетками или клетками TSPNK (например, клетками-предшественниками 

NK), клетки плацентарного перфузата обычно составляют около, более чем около или менее чем около 

50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 8, 6, 4, 2 или 1% общего количества клеток. В определенных других вари-

антах осуществления, когда NK-клетки, продуцированные с применением процессов, описанных в на-

стоящем раскрытии, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-

предшественники NK), объединяют с множеством клеток плацентарного перфузата и/или объединенных 

естественных клеток-киллеров, NK-клетки обычно составляют около, более чем около или менее чем 

около 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 8, 6, 4, 2 или 1% общего количества клеток. В определенных дру-

гих вариантах осуществления, когда NK-клетки, продуцированные с применением процессов, описанных 

в настоящем раскрытии, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-

предшественники NK) используют для дополнения плацентарного перфузата, объем раствора (например, 

физиологического раствора, культуральной среды и т.п.), в котором суспендируют клетки, содержит 

около, более чем около или менее чем около 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 8, 6, 4, 2 или 1% суммарного 

объема перфузата и клеток, при этом NK-клетки суспендируют до около 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 

1×10
6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
 или более клеток на 1 мл до добавления. 

В других вариантах осуществления любую из указанных выше комбинаций клеток, в свою очередь, 

объединяют с пуповинной кровью или содержащими ядро клетками из пуповинной крови. 

Объединенный в пул плацентарный перфузат, который получают из двух или более источников, 

например двух или более плацент, и объединяют, например, объединяют в пул, может также использо-

ваться в настоящем изобретении. Такой объединенный в пул перфузат может содержать приблизительно 

равные объемы перфузата из каждого источника или может содержать различные объемы из каждого 

источника. Относительные объемы из каждого источника могут быть выбраны случайным образом или 

могут быть основаны, например, на концентрации или количестве одного или более клеточных факторов, 

например цитокинов, факторов роста, гормонов и т.п.; количестве плацентарных клеток в перфузате из 

каждого источника или других характеристиках перфузата из каждого источника. Перфузат от множест-

ва перфузии одной и той же плаценты может быть аналогичным образом объединен в пул. 

Аналогично, клетки плацентарного перфузата и полученные из плаценты промежуточные естест-

венные клетки-киллеры, которые получают из двух или более источников, например двух или более пла-

цент, и объединяют в пул, могут также использоваться в настоящем изобретении. Такие объединенные в 

пул клетки могут содержать приблизительно равные количества клеток из этих двух или более источни-

ков или различные количества клеток из одного или более объединенных в пул источников. Относитель-

ные количества клеток из каждого источника могут быть выбраны на основании, например, количества 

клеток одного или более конкретных типов среди клеток, которые будут объединены в пул, например 

количества клеток CD34
+
 и т.д. 

NK-клетки, продуцированные с применением процессов, описанных в настоящем раскрытии, на-

пример активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-предшественники NK) и ком-

бинации таких клеток с плацентарным перфузатом и/или клетками плацентарного перфузата могут ана-

лизировать в целях определения степени или объема супрессии опухоли/инфекции (т.е. потенциальной 

активности), которые можно ожидать, например, от заданного количества NK-клеток или заданного объ-

ема перфузата. Например, аликвоту или пробное количество клеток вводят в контакт или размещают 

вблизи с известным количеством клеток опухоли/инфицированных клеток при условиях, в которых клет-

ки опухоли/инфицированные клетки в других случаях пролиферировали бы, и скорость пролиферации 

клеток опухоли/инфицированных клеток в присутствии плацентарного перфузата, клеток перфузата, 

плацентарных естественных клеток-киллеров или комбинаций указанного, в течение долгого времени 

(например, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 недель или дольше) сравнивают с пролиферацией эквивалентного 

количества клеток опухоли/инфицированных клеток в отсутствие перфузата, клеток перфузата, плацен-

тарных естественных клеток-киллеров или комбинаций указанного. Потенциальная активность клеток 

может быть выражена, например, как число клеток или объем раствора, требуемые для подавления роста 

клеток опухоли/распространения инфекции, например, на около 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50% и т.п. 

В определенных вариантах осуществления NK-клетки, продуцированные с применением процессов, 
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описанных в настоящем раскрытии, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, 

клетки-предшественники NK), предоставляют как вводимые единицы фармацевтической категории. Та-

кие единицы могут быть предоставлены в дискретных объемах, например, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 

55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500 мл и т.п. Такие единицы могут 

быть предоставлены как содержащие конкретное количество клеток, например NK-клеток, или популя-

ций NK-клеток, или популяций клеток-предшественников NK в комбинации с другими NK-клетками или 

клетками перфузата, например 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
 или 

более клеток/мл, или 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 

1×10
10

, 5×10
10

, 1×10
11

 или более клеток на единицу. В конкретных вариантах осуществления единицы 

могут содержать около, по меньшей мере около или самое большее около 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 

1×10
6
, 5×10

6
 или более NK-клеток/мл, или 1×10

4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 

5×10
8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
, 1×10

11
 или более клеток на единицу. Такие единицы могут быть пре-

доставлены как содержащие конкретные количества NK-клеток и/или любых других клеток. 

В приведенных выше вариантах осуществления NK-клетки или комбинации NK-клеток с клетками 

перфузата или перфузатом могут являться аутогенными для реципиента (т.е. быть полученными от реци-

пиента) или аллогенными для реципиента (т.е. быть полученными по меньшей мере от одного индивида, 

отличного от указанного реципиента). 

В определенных вариантах осуществления каждая единица клеток маркируется в целях указания 

одного или более из объема, числа клеток, типа клеток, была ли единица обогащена клетками конкретно-

го типа и/или потенциальной активности заданного числа клеток в единице или заданного количества 

миллилитров единицы, т.е. вызывают ли клетки в единице измеримую супрессию пролиферации кон-

кретного типа или типов опухолевых клеток. 

5.1.5.2. Комбинация клеток NK из соответствующего перфузата и пуповинной крови. 

NK-клетки могут быть также получены из комбинаций соответствующих единиц плацентарного 

перфузата и пуповинной крови по настоящему изобретению, и в настоящем изобретении они называются 

комбинированными естественными клетками-киллерами. "Соответствующие единицы" при использова-

нии в настоящем изобретении указывают, что NK-клетки получают из клеток плацентарного перфузата и 

клеток пуповинной крови, при этом клетки пуповинной крови получают из пуповинной крови из той же 

плаценты, из которой получают плацентарный перфузат, т.е. клетки плацентарного перфузата и клетки 

пуповинной крови, и, таким образом, естественные клетки-киллеры из них, происходят из одного и того 

же индивида. 

В определенных вариантах осуществления комбинированные плацентарные клетки-киллеры вклю-

чают в себя только, или по существу только, естественные клетки-киллеры, которые являются CD56
+
 и 

CD16
-
. В определенных других вариантах осуществления комбинированные плацентарные клетки-

киллеры включают в себя NK-клетки, которые являются CD56
+
 и CD16

-
, и NK-клетки, которые являются 

CD56
+
 и CD16

+
. В определенных конкретных вариантах осуществления комбинированные плацентарные 

клетки-киллеры включают в себя по меньшей мере 50, 60, 70, 80, 90, 95, 96, 97, 98, 99 или 99,5% естест-

венных клеток-киллеров CD56
+
CD16

-
 (клетки PiNK). 

В одном из вариантов осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры не культи-

вировались. В конкретном варианте осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры 

содержат детектируемо более высокое количество естественных клеток-киллеров CD3
-
CD56

+
CD16

-
, чем 

эквивалентное количество естественных клеток-киллеров из периферической крови. В другом конкрет-

ном варианте осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры содержат детектируемо 

более низкое количество естественных клеток-киллеров CD3
-
CD56

+
CD16

-
, чем эквивалентное количест-

во естественных клеток-киллеров из периферической крови. В другом конкретном варианте осуществле-

ния комбинированные естественные клетки-киллеры содержат детектируемо более высокое количество 

естественных клеток-киллеров CD3
-
CD56

+
KIR2DL2/L3

+
, чем эквивалентное количество естественных 

клеток-киллеров из периферической крови. В другом конкретном варианте осуществления комбиниро-

ванные естественные клетки-киллеры содержат детектируемо более низкое количество естественных 

клеток-киллеров CD3
-
CD56

+
NKp46

+
, чем эквивалентное количество естественных клеток-киллеров из 

периферической крови. В другом конкретном варианте осуществления комбинированные естественные 

клетки-киллеры содержат детектируемо более низкое количество естественных клеток-киллеров CD3
-

CD56
+
NKp30

+
, чем эквивалентное количество естественных клеток-киллеров из периферической крови. 

В другом конкретном варианте осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры содер-

жат детектируемо более низкое количество естественных клеток-киллеров CD3
-
CD56

+
2B4

+
, чем эквива-

лентное количество естественных клеток-киллеров из периферической крови. В другом конкретном ва-

рианте осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры содержат детектируемо более 

низкое количество естественных клеток-киллеров CD3
-
CD56

+
CD94 

+
, чем эквивалентное количество ес-

тественных клеток-киллеров из периферической крови. 

В другом варианте осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры культивирова-

лись, например, в течение 21 дня. В конкретном варианте осуществления комбинированные естествен-
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ные клетки-киллеры содержат детектируемо более низкое количество естественных клеток-киллеров 

CD3
-
CD56

+
KIR2DL2/L3

+
, чем эквивалентное количество естественных клеток-киллеров из перифериче-

ской крови. В другом конкретном варианте осуществления комбинированные естественные клетки-

киллеры не культивировались. В другом конкретном варианте осуществления комбинированные естест-

венные клетки-киллеры содержат детектируемо более высокое количество естественных клеток-

киллеров CD3
-
CD56

+
NKp44

+
, чем эквивалентное количество естественных клеток-киллеров из перифе-

рической крови. В конкретном варианте осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры 

содержат детектируемо более высокое количество естественных клеток-киллеров CD3
-
CD56

+
NKp30

+
, 

чем эквивалентное количество естественных клеток-киллеров из периферической крови. 

В другом варианте осуществления комбинированные естественные клетки-киллеры экспрессируют 

детектируемо более высокое количество гранзима В, чем эквивалентное количество естественных кле-

ток-киллеров периферической крови. 

Комбинированные NK-клетки могут быть дополнительное объединены с пуповинной кровью. В 

различных вариантах осуществления пуповинную кровь объединяют с комбинированными естественны-

ми клетками-киллерами в количестве около 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 

5×10
8
 комбинированных естественных клеток-киллеров на миллилитр пуповинной крови. 

5.1.5.3. Комбинации NK-клеток с прилипающими плацентарными стволовыми клетками. 

В других вариантах осуществления NK-клетки, продуцированные с применением процессов, опи-

санных в настоящем раскрытии, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, 

клетки-предшественники NK), продуцированные с применением трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, по отдельности или в комбинации с плацентарным перфузатом или клетками пла-

центарного перфузата, дополняют изолированными прилипающими плацентарными клетками, например, 

плацентарными стволовыми клетками и плацентарными мультипотентными клетками, как описано, на-

пример, в патентах США № 7045148 и 7255879 Харири и в публикации заявки на патент США  

№ 2007/0275362, раскрытия которых включены в настоящее изобретение посредством ссылок во всей их 

полноте. "Прилипающие плацентарные клетки" означает, что клетки прилипают к поверхности культуры 

ткани, например, пластику с культурой тканей. Прилипающие плацентарные клетки, являющиеся целе-

сообразными в композициях и способах, раскрытых в настоящем раскрытии, не являются трофобласта-

ми, эмбриональными зародышевыми клетками или эмбриональными стволовыми клетками. В опреде-

ленных вариантах осуществления прилипающие плацентарные стволовые клетки используются в качест-

ве питающих клеток во время процессов (например, двухэтапного способа), как описано выше. 

NK-клетки продуцированные с применением процессов, описанных в настоящем раскрытии, на-

пример, активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-предшественники NK), по 

отдельности или в комбинации с плацентарным перфузатом или клетками плацентарного перфузата, мо-

гут быть дополнены, например, 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
 или 

более прилипающих плацентарных клеток на 1 мл или 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 

5×10
7
, 1×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
, 1×10

11
 или более прилипающих плацентарных клеток. 

Прилипающие плацентарные клетки в комбинациях могут представлять собой, например, прилипающие 

плацентарные клетки, которые культивировались в течение, например, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 

16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38 или 40 дупликаций популяции или более. 

Изолированные прилипающие плацентарные клетки при культивации в первичных культурах или 

при расширении в клеточной культуре прилипают к подложке, например к поверхности контейнера 

культуры тканей (например, пластику культуры тканей). Прилипающие плацентарные клетки в культуре 

принимают обычно фибробластоидный звездообразный вид с рядом эндоплазматических выступов, про-

стирающихся от центрального клеточного тела. 

Прилипающие плацентарные клетки, однако, морфологически отличаются от фибробластов, куль-

тивируемых при тех же самых условиях, так как прилипающие плацентарные клетки демонстрируют 

большее число таких выступов, чем фибробласты. Морфологически прилипающие плацентарные клетки 

также отличаются от гематопоэтических стволовых клеток, которые обычно принимают более округлен-

ную или "булыжную" морфологию в культуре. 

Изолированные прилипающие плацентарные клетки и популяции прилипающих плацентарных кле-

ток, являющиеся целесообразными в композициях и способах, представленных в настоящем раскрытии, 

экспрессируют множество маркеров, которые могут применяться для идентификации и/или изоляции 

клеток или популяций клеток, которые содержат прилипающие плацентарные клетки. Прилипающие 

плацентарные клетки и популяции прилипающих плацентарных клеток, являющиеся целесообразными в 

композициях и способах, представленных в настоящем раскрытии, включают в себя прилипающие пла-

центарные клетки и содержащие прилипающие плацентарные клетки популяции клеток, полученные 

непосредственно из плаценты или любой ее части (например, амнион, хорион, амнионально-

хориональная пластинка, плацентарные котиледоны, пуповина и т.п.). Популяция прилипающих стволо-

вых плацентарных клеток, в одном из вариантов осуществления, представляет собой популяцию (т.е. две 

или более) прилипающих плацентарных клеток в культуре, например популяцию в контейнере, например 
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резервуаре. 

Прилипающие плацентарные клетки обычно экспрессируют маркеры CD73, CD105 и CD200 и/или 

ОСТ-4 и не экспрессируют CD34, CD38 или CD45. Прилипающие плацентарные стволовые клетки могут 

также экспрессировать HLA-ABC (МНС-1) и HLA-DR. Эти маркеры могут применяться для идентифи-

кации прилипающих плацентарных клеток и для различения прилипающих плацентарных клеток от кле-

ток других типов. Поскольку прилипающие плацентарные клетки могут экспрессировать CD73 и CD105, 

они могут обладать характеристиками, аналогичными характеристикам мезенхимальных стволовых кле-

ток. Отсутствие экспрессии CD34, CD38 и/или CD45 идентифицирует прилипающие плацентарные ство-

ловые клетки как не являющиеся стволовыми гематопоэтическими клетками. 

В определенных вариантах осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки, 

описанные в настоящем раскрытии, детектируемо подавляют пролиферацию раковых клеток или рост 

опухоли. 

В определенных вариантах осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки 

представляют собой изолированные плацентарные стволовые клетки. В определенных других вариантах 

осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки представляют собой плацентарные 

мультипотентные клетки. В конкретном варианте осуществления изолированные прилипающие плацен-

тарные клетки являются CD34
-
, CD10

+
 и CD105

+
 в соответствии с обнаруженным посредством проточной 

цитометрии. В более конкретном варианте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 прили-

пающие плацентарные клетки представляют собой плацентарные стволовые клетки. В другом более кон-

кретном варианте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 плацентарные клетки представ-

ляют собой мультипотентные прилипающие плацентарные клетки. В другом конкретном варианте осу-

ществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 плацентарные клетки обладают потенциалом для 

дифференцирования в клетки нейронного фенотипа, клетки остеогенного фенотипа или клетки хондро-

генного фенотипа. В более конкретном варианте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 

прилипающие плацентарные клетки дополнительно являются CD200
+
. В другом более конкретном вари-

анте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 прилипающие плацентарные клетки дополни-

тельно являются CD90
+
 или CD45

-
 в соответствии с обнаруженным посредством проточной цитометрии. 

В другом более конкретном варианте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 прилипаю-

щие плацентарные клетки дополнительно являются CD90
+
 или CD45

-
, в соответствии с обнаруженным 

посредством проточной цитометрии. В более конкретном варианте осуществления CD34
-
, CD10

+
, 

CD105
+
, CD200

+
 прилипающие плацентарные клетки дополнительно являются CD90

+
 или CD45

-
 в соот-

ветствии с обнаруженным посредством проточной цитометрии. В другом более конкретном варианте 

осуществления CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
, CD200

+
 прилипающие плацентарные клетки дополнительно яв-

ляются CD90
+
 и CD45

-
, в соответствии с обнаруженным посредством проточной цитометрии. В другом 

более конкретном варианте осуществления CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
, CD200

+
, CD90

+
, CD45

-
 прилипающие 

плацентарные клетки дополнительно являются CD8CT и CD86
-
 в соответствии с обнаруженным посред-

ством проточной цитометрии. 

В одном из вариантов осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки являются 

CD200
+
, HLA-G

+
. В конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие пла-

центарные клетки также являются CD73
+
 и CD105

+
. В другом конкретном варианте осуществления ука-

занные изолированные прилипающие плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
 или CD45

-
. В 

более конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие плацентарные  

клетки также являются CD34
-
, CD38

-
, CD45

-
, CD73

+
 и CD105

+
. В другом варианте осуществления указан-

ные изолированные прилипающие плацентарные клетки продуцируют одно или более подобных эм-

бриоидным тел при культивировании в условиях, которые допускают формирование подобных эмбрио-

идным тел. 

В другом варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки являются 

CD73
+
, CD105

+
, CD200

+
. В конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипаю-

щие плацентарные клетки также являются HLA-G
+
. В другом конкретном варианте осуществления ука-

занные изолированные прилипающие плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
 или CD45

-
. В 

другом конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие плацентарные 

клетки также являются CD34
-
, CD38

-
 и CD45

-
. В более конкретном варианте осуществления указанные 

изолированные прилипающие плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
, CD45

-
 и HLA-G

+
. В 

другом конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие плацентарные 

клетки продуцируют одно или более подобных эмбриоидным тел при культивировании в условиях, ко-

торые допускают формирование подобных эмбриоидным тел. 

В другом варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки являются 

CD200
+
, ОСТ-4

+
. В конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие пла-

центарные клетки также являются CD73
+
 и CD105

+
. В другом конкретном варианте осуществления ука-

занные изолированные прилипающие плацентарные клетки также являются HLA-G
+
. В другом конкрет-

ном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие плацентарные клетки также яв-

ляются CD34
-
, CD38

-
 и CD45

-
. В более конкретном варианте осуществления указанные изолированные 
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прилипающие плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
, CD45

-
, CD73

+
, CD105

+
 и HLA-G

+
. В 

другом конкретном варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки также 

продуцируют одно или более подобных эмбриоидным тел при культивировании в условиях, которые 

допускают формирование подобных эмбриоидным тел. 

В другом варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки являются 

CD73
+
, CD105

+
 и HLA-G

+
. В конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипаю-

щие плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
 или CD45

-
. В другом конкретном варианте осу-

ществления указанные изолированные прилипающие плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
 

и CD45
-
. В другом конкретном варианте осуществления указанные прилипающие стволовые клетки так-

же являются ОСТ-4
+
. В другом конкретном варианте осуществления указанные прилипающие стволовые 

клетки также являются CD200
+
. В более конкретном варианте осуществления указанные прилипающие 

стволовые клетки также являются CD34
-
, CD38

-
, CD45

-
, OCT-4

+
 и CD200

+
. 

В другом варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки представля-

ют собой стволовые клетки CD73
+
, CD105

+
, при этом указанные клетки продуцируют одно или более 

подобных эмбриоидным тел при культивировании в условиях, которые допускают формирование подоб-

ных эмбриоидным тел. В конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие 

плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
 или CD45

-
. В другом конкретном варианте осущест-

вления изолированные прилипающие плацентарные клетки также являются CD34
-
, CD38

-
 и CD45

-
. В 

другом конкретном варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки также 

являются ОСТ-4
+
. В более конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие 

плацентарные клетки также являются ОСТ-4
+
, CD34

-
, CD38

- 
и CD45

-
. 

В другом варианте осуществления прилипающие плацентарные стволовые клетки представляют со-

бой стволовые клетки ОСТ-4
+
, при этом указанные прилипающие плацентарные стволовые клетки про-

дуцируют одно или более подобных эмбриоидным тел при культивировании в условиях, которые допус-

кают формирование подобных эмбриоидным тел, и при этом указанные стволовые клетки были иденти-

фицированы как детектируемо подавляющие пролиферацию раковых клеток или рост опухоли. 

В различных вариантах осуществления по меньшей мере 10%, по меньшей мере 20%, по меньшей 

мере 30%, по меньшей мере 40%, по меньшей мере 50% по меньшей мере 60%, по меньшей мере 70%, по 

меньшей мере 80%, по меньшей мере 90% или по меньшей мере 95% указанных изолированных прили-

пающих плацентарных клеток являются ОСТ-4
+
. В конкретном варианте осуществления указанные изо-

лированные прилипающие плацентарные клетки также являются CD73
+
 и CD105

+
. В другом конкретном 

варианте осуществления указанные изолированные прилипающие плацентарные клетки также являются 

CD34
-
, CD38

-
 или CD45

-
. В другом конкретном варианте осуществления указанные стволовые клетки 

являются CD200
+
. В более конкретном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие 

плацентарные клетки также являются CD73
+
, CD105

+
, CD200

+
, CD34

-
, CD38

-
 и CD45

-
. В другом конкрет-

ном варианте осуществления указанные изолированные прилипающие плацентарные клетки были рас-

ширены, например пересеяны, по меньшей мере один раз, по меньшей мере три раза, по меньшей мере 

пять раз, по меньшей мере 10 раз, по меньшей мере 15 раз или по меньшей мере 20 раз. 

В более конкретном варианте осуществления любого из приведенных выше вариантов осуществле-

ния изолированные прилипающие плацентарные клетки экспрессируют АВС-р (специфичный для пла-

центы белок-транспортер ABC; см., например, Allikmets et al., Cancer Res. 58(23):5337-9 (1998)). 

В другом варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки являются 

CD29
+
, CD44

+
, CD73

+
, CD90

+
, CD105

+
, CD200

+
, CD34

-
 и CD133

-
.
 
В другом варианте осуществления изо-

лированные прилипающие плацентарные клетки конститутивно секретируют IL-6, IL-8 и моноцитарный 

хемоатрактантный белок (МСР-1). 

Каждая из вышеупомянутых изолированных прилипающих плацентарных клеток может представ-

лять собой клетки, полученные и изолированные непосредственно из плаценты млекопитающего, или 

клетки, которые культивировались и пересеивались по меньшей мере 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 

18, 20, 25, 30 или более раз, или комбинацию указанного. Множества подавляющих опухолевые клетки 

из изолированных прилипающих плацентарных клеток, описанных выше, могут содержать около, по 

меньшей мере или не более чем, 1×10
5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 

1×10
10

, 5×10
10

, 1×10
11

 или более изолированных прилипающих плацентарных клеток. 

5.1.5.4. Композиции, содержащие кондиционированные среды прилипающих плацентарных клеток. 

Также в настоящем изобретении может применяться композиция, содержащая NK-клетки, проду-

цированные с применением процессов, описанных в настоящем раскрытии, например, активированные 

NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-предшественники NK), продуцированные с примене-

нием трехэтапного процесса, описанного в настоящем раскрытии, и, дополнительно, кондиционирован-

ной среды, при этом указанная композиция подавляет опухоль или является эффективной при лечении 

рака или вирусной инфекции. Прилипающие плацентарные клетки в соответствии с описанным в на-

стоящем изобретении могут применяться для продуцирования кондиционированной среды, которая яв-

ляется подавляющей опухоль, противораковой или противовирусной, т.е. среды, содержащей одну или 
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более биомолекул, секретированных или экскретируемых клетками, которые обладают детектируемым 

эффектом подавления опухолевых клеток, противораковым эффектом или противовирусным эффектом. 

В различных вариантах осуществления кондиционированная среда включает среду, в которой клетки 

разрастались (т.е. культивировались) в течение по меньшей мере, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 

или более дней. В других вариантах осуществления кондиционированная среда включает среду, в кото-

рой такие клетки выросли по меньшей мере до 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90% смыкания или до 100% смыка-

ния. Такая кондиционированная среда может применяться для поддержания культивирования отдельной 

популяции клеток, например плацентарных клеток или клеток другого вида. В другом варианте осущест-

вления кондиционированная среда, предоставленная в настоящем раскрытии, включает питательную 

среду, в которой культивировались изолированные прилипающие плацентарные клетки, например изо-

лированные прилипающие плацентарные стволовые клетки или изолированные прилипающие плацен-

тарные мультипотентные клетки и клетки, отличные от изолированных прилипающих плацентарных 

клеток, например неплацентарные стволовые клетки или мультипотентные клетки. 

Такая кондиционированная среда может быть объединена с любыми клетками или с любой комби-

нацией NK-клеток, продуцированных с применением процессов, описанных в настоящем раскрытии, 

например активированными NK-клетками или клетками TSPNK (например, клетками-

предшественниками NK), плацентарным перфузатом, клетками плацентарного перфузата, с тем чтобы 

сформировать композицию, которая является подавляющей опухолевые клетки, противораковой или 

противовирусной. В определенных вариантах осуществления композиция содержит менее чем половину 

кондиционированной среды по объему, например около или менее чем около 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 

10, 5, 4, 3, 2 или 1% по объему. 

Таким образом, в одном из вариантов осуществления в настоящем изобретении применяется компо-

зиция, содержащая NK-клетки, продуцированные с применением процессов, описанных в настоящем 

раскрытии, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-

предшественники NK), и культуральную среду от культивирования изолированных прилипающих пла-

центарных клеток, при этом указанные изолированные прилипающие плацентарные клетки (а) прилипа-

ют к субстрату и (b) являются CD34
-
, CD10

+
 и CD105

+
; при этом указанная композиция детектируемо 

подавляет рост или пролиферацию опухолевых клеток или является противораковой или противовирус-

ной. В конкретном варианте осуществления изолированные прилипающие плацентарные клетки являют-

ся CD34
-
, CD10

+
 и CD105

+
 в соответствии с обнаруженным посредством проточной цитометрии. В более 

конкретном варианте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 прилипающие плацентарные 

клетки представляют собой плацентарные стволовые клетки. В другом более конкретном варианте осу-

ществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 плацентарные клетки представляют собой мультипо-

тентные прилипающие плацентарные клетки. В другом конкретном варианте осуществления изолиро-

ванные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 плацентарные клетки обладают потенциалом для дифференцирования в 

клетки нейронного фенотипа, клетки остеогенного фенотипа или клетки хондрогенного фенотипа. В бо-

лее конкретном варианте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 прилипающие плацен-

тарные клетки дополнительно являются CD200
+
. В другом более конкретном варианте осуществления 

изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 прилипающие плацентарные клетки дополнительно являются 

CD90
+
 или CD45

-
 в соответствии с обнаруженным посредством проточной цитометрии. В другом более 

конкретном варианте осуществления изолированные CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
 прилипающие плацентарные 

клетки дополнительно являются CD90
+
 или CD45

-
 в соответствии с обнаруженным посредством проточ-

ной цитометрии. В более конкретном варианте осуществления, CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
, CD200

+
 прили-

пающие плацентарные клетки дополнительно являются CD90
+
 или CD45

-
 в соответствии с обнаружен-

ным посредством проточной цитометрии. В другом более конкретном варианте осуществления, CD34
-
, 

CD10
+
, CD105

+
, CD200

+
 прилипающие плацентарные клетки дополнительно являются CD90

+
 и CD45

-
 в 

соответствии с обнаруженным посредством проточной цитометрии. В другом более конкретном вариан-

те осуществления CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
, CD200

+
, CD90

+
, CD45

-
 прилипающие плацентарные клетки 

дополнительно являются CD8CT и CD86
-
 в соответствии с обнаруженным посредством проточной цито-

метрии. 

В другом варианте осуществления в настоящем изобретении применяется композиция, содержащая 

NK-клетки, продуцированные с применением процессов, описанных в настоящем раскрытии, например 

активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-предшественники NK), и культураль-

ную среду от культивирования изолированных прилипающих плацентарных клеток, при этом указанные 

изолированные прилипающие плацентарные клетки (а) прилипают к субстрату и (b) экспрессируют 

CD200 и HLA-G, или экспрессируют CD73, CD105 и CD200, или экспрессируют CD200 и ОСТ-4, или 

экспрессируют CD73, CD105 и HLA-G, или экспрессируют CD73 и CD105 и способствуют образованию 

одного или более подобных эмбриоидным тел в популяции плацентарных клеток, которая содержит пла-

центарные стволовые клетки, когда указанную популяцию культивируют в условиях, которые допускают 

формирование подобных эмбриоидным тел, или экспрессируют ОСТ-4 и способствуют образованию од-

ного или более подобных эмбриоидным тел в популяции плацентарных клеток, которая содержит пла-

центарные стволовые клетки, когда указанную популяцию культивируют в условиях, которые допускают 
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формирование подобных эмбриоидным тел; при этом указанная композиция детектируемо подавляет 

рост или пролиферацию опухолевых клеток или является противораковой или противовирусной. В кон-

кретном варианте осуществления композиция дополнительно содержит множество указанных изолиро-

ванных прилипающих плацентарных клеток. В другом конкретном варианте осуществления композиция 

содержит множество неплацентарных клеток. В более конкретном варианте осуществления указанные 

неплацентарные клетки включают в себя клетки CD34
+
, например гематопоэтические клетки-

предшественники, такие как гематопоэтические клетки-предшественники периферической крови, гема-

топоэтические клетки-предшественники пуповинной крови или гематопоэтические клетки-

предшественники плацентарной крови. Неплацентарные клетки могут также включать в себя стволовые 

клетки, такие как мезенхимальные стволовые клетки, например полученные из костного мозга мезенхи-

мальные стволовые клетки. Неплацентарные клетки могут также представлять собой один или более ти-

пов взрослых клеток или клеточных линий. В другом конкретном варианте осуществления композиция 

содержит антипролиферативное средство, например антитело анти-MIP-1α или анти-MIP-1β. 

В конкретном варианте осуществления культуральную среду, кондиционированную одной из кле-

ток или комбинаций клеток, описанных выше, получают из множества изолированных прилипающих 

плацентарных клеток, совместно культивированных с множеством опухолевых клеток в соотношении 

около 1:1, около 2:1, около 3:1, около 4:1 или около 5:1 изолированных прилипающих плацентарных кле-

ток к опухолевым клеткам. Например, кондиционированная культуральная среда или супернатант могут 

быть получены из культуры, содержащей около 1×10
5
 изолированных прилипающих плацентарных кле-

ток, около 1×10
6
 изолированных прилипающих плацентарных клеток, около 1×10

7
 изолированных при-

липающих плацентарных клеток или около 1×10
8
 изолированных прилипающих плацентарных клеток 

или более. В другом конкретном варианте осуществления кондиционированную культуральную среду 

или супернатант получают из совместной культуры, содержащей от около 1×10
5
 до около 5×10

5
 изолиро-

ванных прилипающих плацентарных клеток и около 1×10
5
 опухолевых клеток; от около 1×10

6
 до около 

5×10
6
 изолированных прилипающих плацентарных клеток и около 1×10

6 
опухолевых клеток; от около 

1×10
7
 до около 5×10

7
 изолированных прилипающих плацентарных клеток и около 1×10

7
 опухолевых кле-

ток; или от около 1×10
8
 до около 5×10

8
 изолированных прилипающих плацентарных клеток и около 

1×10
8
 опухолевых клеток. 

5.2. Способы продуцирования NK-клеток. 

NK-клетки могут быть продуцированы из гематопоэтических клеток, например гематопоэтических 

стволовых клеток или клеток-предшественников из любого источника, например плацентарной ткани, 

плацентарного перфузата, пуповинной крови, плацентарной крови, периферической крови, селезенки, 

печени и т.п. 

Одним важным источником естественных клеток-киллеров и клеток, которые могут использоваться 

для получения естественных клеток-киллеров, в соответствии с описанным выше, является плацента, 

например плацента полного срока, например человеческая плацента полного срока. Плацентарный пер-

фузат содержит клетки плацентарного перфузата, которые могут быть получены, например, посредством 

способов, раскрытых в патентах США № 7045148 и 7468276 и публикации заявки на патент США  

№ 2009/0104164, раскрытия каждого из которых включены в настоящее описание во всей их полноте. 

5.2.1. Композиция для сбора клеток. 

Плацентарный перфузат и клетки перфузата, из которых могут быть изолированы гематопоэтиче-

ские стволовые клетки или клетки-предшественники или которые являются полезными в подавлении 

опухоли или лечении индивида, имеющего опухолевые клетки, рак или вирусную инфекцию, например, 

в комбинации с NK-клетками, например популяциями NK-клеток, продуцированными в соответствии с 

трехэтапным способом, представленным в настоящем раскрытии, могут быть собраны посредством пер-

фузии через послеродовую плаценту млекопитающего, например человека, с применением плацентарной 

композиции для сбора клеток. Перфузат может быть собран из плаценты посредством перфузии через 

плаценту любого физиологически приемлемого раствора, например физиологического раствора, культу-

ральной среды или более сложной композиции для сбора клеток. Композиция для сбора клеток, подхо-

дящая для перфузии через плаценту и для сбора и сохранения клеток перфузата, описывается подробно в 

родственной заявке на патент США № 2007/0190042, которая включена в настоящее изобретение по-

средством ссылки во всей ее полноте. 

Композиция для сбора клеток может содержать любой физиологически приемлемый раствор, под-

ходящий для сбора и/или культивирования стволовых клеток, например физиологический раствор (на-

пример, фосфатно-солевой буферный раствор, раствор Кребса, модифицированный раствор Кребса, рас-

твор Игла, 0,9% NaCl и т.д.), культуральная среда (например, DMEM, H.DMEM и т.д.) и т.п. 

Композиция для сбора клеток может содержать один или более компонентов, которые имеют тен-

денцию к сохранению плацентарных клеток, т.е. могут препятствовать тому, чтобы плацентарные клетки 

умерли, или могут задерживать смерть плацентарных клеток, сокращать количество плацентарных кле-

ток в популяции клеток, которые умирают и т.п., с момента сбора до момента культивирования. Такие 

компоненты могут представлять собой, например, ингибитор апоптоза (например, ингибитор каспазы 
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или ингибитор JNK); сосудорасширяющее средство (например, сульфат магния, гипотензивное средство, 

предсердный натрийуретический пептид (ANP), адренокортикотропин, кортикотропин-

высвобождающий гормон, пентацианонитрозо-железо(3)-кислый натрий, гидралазин, аденозинтрифос-

фат, аденозин, индометацин или сульфат магния, ингибитор фосфодиэстеразы и т.д.); ингибитор некроза 

(например, 2-(1Н-индол-3-ил)-3-пентиламино-малеимид, пирролидиндитиокарбамат или клоназепам); 

ингибитор TNF-α и/или несущий кислород перфторуглерод (например, перфтороктил бромид, перфтор-

децил бромид и т.д.). 

Композиция для сбора клеток может содержать один или более разлагающих ткань ферментов, на-

пример металлопротеазу, сывороточную протеазу, нейтральную протеазу, гиалуронидазу, РНКазу или 

ДНКазу и т.п. Такие ферменты включают в себя, но не ограничены указанным, коллагеназы (например, 

коллагеназу I или IV, коллагеназу из Clostridium histolyticum и т.д.); диспазу, термолизин, эластазу, трип-

син, либеразу, гиалуронидазу и т.п. 

Композиция для сбора клеток может содержать бактерицидно или бактериостатически эффективное 

количество антибиотика. В определенных неограничивающих вариантах осуществления антибиотик 

представляет собой макролид (например, тобрамицин), цефалоспорин (например, цефалексин, цефрадин, 

цефуроксим, цефпрозил, цефаклор, цефиксим или цефадроксил), клэритромицин, эритромицин, пени-

циллин (например, пенициллин V) или хинолон (например, офлоксацин, ципрофлоксацин или норфлок-

сацин), тетрациклин, стрептомицин и т.д. В конкретном варианте осуществления антибиотик является 

активным против грамположительных и/или грамотрицательных бактерий, например Pseudomonas  

aeruginosa, Staphylococcus aureus и т.п. 

Композиция для сбора клеток может также содержать одно или более следующих соединений: 

аденозин (от около 1 до около 50 мкМ); 

D-глюкоза (от около 20 до около 100 мкМ); 

ионы магния (от около 1 до около 50 мкМ); 

макромолекула с молекулярным весом более чем 20000 Да в одном из вариантов осуществления, 

присутствующая в количестве, достаточном для поддержания целостности эндотелия и клеточной жиз-

неспособности (например, синтетический или естественный коллоид, полисахарид, такой как декстран 

или полиэтиленгликоль, присутствующий в количестве от около 25 до около 100 г/л или от около 40 до 

около 60 г/л); 

антиоксидант (например, бутилированный гидроксианизол, бутилированный гидрокситолуол, глю-

татион, витамин С или витамин Е, присутствующие в концентрации от около 25 до около 100 мкМ); 

восстановитель (например, N-ацетилцистеин, присутствующий в концентрации от около 0,1 до око-

ло 5 мкМ); 

средство, которое предотвращает поступление кальция в клетки (например, верапамил, присутст-

вующий в концентрации от около 2 до около 25 мкМ); 

нитроглицерин (например, от около 0,05 до около 0,2 г/л); 

противосвертывающее средство, в одном из вариантов осуществления, присутствующее в количе-

стве, достаточном, чтобы помочь предотвратить свертывание остаточной крови (например, гепарин или 

гирудин, присутствующие в концентрации от около 1000 до около 100000 единиц/л); или 

содержащее амилорид соединение (например, амиролид, этилизопропил амиролид, циклогексан 

амиролид, этан амиролид или изобутил амиролид, присутствующие в количестве от около 1,0 до около  

5 мкМ). 

5.2.2. Сбор и обработка плаценты. 

Обычно человеческую плаценту извлекают вскоре после ее выталкивания после рождения. В одном 

из вариантов осуществления плаценту извлекают из пациента после получения информированного со-

гласия и после того, как полная история болезни пациента была получена и ассоциирована с плацентой. 

В одном из вариантов осуществления история болезни продолжается после родов. 

До восстановления перфузата удаляются пуповинная кровь и плацентарная кровь. В определенных 

вариантах осуществления после родов извлекают пуповинную кровь из плаценты. Плацента может быть 

подвергнута обычному процессу извлечения пуповинной крови. Обычно игла или канюля используются 

при помощи силы тяжести, для того, чтобы обескровить плаценту (см., например, Андерсон, патент 

США № 5372581; Гессель et al., патент США № 5415665). Игла или канюля обычно размещаются в пу-

почной вене, и плацента может мягко массироваться в целях способствования дренирования пуповинной 

крови из плаценты. Такое извлечение пуповинной крови может быть выполнено коммерчески, например, 

компаниями LifeBank Inc., Cedar Knolls, N.J., ViaCord, Cord Blood Registry и CryoCell. В одном из вари-

антов осуществления дренирование плаценты выполняется посредством свободного вытекания, без до-

полнительных манипуляций, с тем чтобы минимизировать разрыв ткани во время извлечения пуповин-

ной крови. 

Как правило, плацента транспортируется из родильного зала или родовой палаты в другое место, 

например лабораторию, для извлечения пуповинной крови и сбора перфузата. Плацента может транспор-

тироваться в стерильном теплоизолированном устройстве транспортировки (поддерживающем темпера-
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туру плаценты в диапазоне 20-28°C), например, путем помещения плаценты, с зажатым внутренним кон-

цом пуповины, в стерильный герметизируемый полиэтиленовый пакет, который затем размещают в изо-

термическом контейнере. В другом варианте осуществления плаценту транспортируют в наборе для сбо-

ра пуповинной крови, по существу таком, как описан в патенте США № 7147626. В одном из вариантов 

осуществления плаценту доставляют в лабораторию в течение от 4 до 24 ч после родов. В определенных 

вариантах осуществления внутренний конец пуповины зажимают, например, в пределах 4-5 см от встав-

ки в плацентарный диск до извлечения пуповинной крови. В других вариантах осуществления внутрен-

ний конец пуповины зажимают после извлечения пуповинной крови, но до дальнейшей обработки пла-

центы. 

Плацента, до сбора перфузата, может храниться в стерильных условиях при комнатной температуре 

или при температуре 5-25°C (по шкале Цельсия). Плацента может храниться в течение периода более чем 

48 ч или в течение периода от 4 до 24 ч до выполнения перфузии через плаценту, с тем чтобы удалить 

любую остаточную пуповинную кровь. Плацента может храниться в растворе противосвертывающего 

средства при температуре от 5 до 25°C (по шкале Цельсия). Соответствующие растворы противосверты-

вающего средства известны в технике. Например, может использоваться раствор гепарина или варфарина 

натрия. В одном из вариантов осуществления раствор противосвертывающего средства содержит раствор 

гепарина (например, 1% вес./вес. в растворе 1:1000). В некоторых вариантах осуществления обескров-

ленная плацента хранится в течение не более чем 36 ч до того, как будет собран плацентарный перфузат. 

5.2.3. Плацентарная перфузия. 

Способы выполнения перфузии через плаценту млекопитающего и получения плацентарного пер-

фузата раскрываются, например, в Харири, патенты США № 7045148 и 7255879, и в публикациях заявок 

на патент США № 2009/0104164, 2007/0190042 и 20070275362, выпущенных как патент США  

№ 8057788, раскрытия каждого из которых включены в настоящее изобретение посредством ссылки во 

всей их полноте. 

Перфузат может быть получен путем прохождения перфузионного раствора, например физиологи-

ческого раствора, культуральной среды или композиций для сбора клеток, описанных выше, через пла-

центарную сосудистую сеть. В одном из вариантов осуществления перфузию через плаценту млекопи-

тающего выполняют путем прохождения перфузионного раствора через пупочную артерию, или пупоч-

ную вену, или через них обеих. Поток перфузионного раствора через плаценту может быть осуществлен, 

например, через протекание посредством свободного вытекания. Например, перфузионный раствор про-

талкивают через плаценту с использованием насоса, например перистальтического насоса. Пупочная 

вена может быть, например, канюлирована с помощью канюли, например тефлоновой (TEFLON) или 

пластиковой канюли, которая соединена со стерильным соединяющим устройством, таким как стериль-

ный трубопровод. Стерильное соединяющее устройство соединяют с коллектором перфузии. 

При подготовке к перфузии плацента может быть ориентирована таким образом, чтобы пупочная 

артерия и пупочная вена располагались в самой высокой точке плаценты. Плацента может быть подверг-

нута перфузии путем прохождения перфузионного раствора через плацентарную сосудистую сеть или 

через плацентарную сосудистую сеть и окружающую ткань. В одном из вариантов осуществления пу-

почную артерию и пупочную вену одновременно соединяют с пипеткой, которая соединяется через гиб-

кий соединитель с резервуаром перфузионного раствора. Перфузионный раствор проходит в пупочную 

вену и артерию. Перфузионный раствор выделяется из и/или проходит через стенки кровеносных сосу-

дов в окружающие ткани плаценты и собирается в соответствующем сосуде открытого типа с поверхно-

сти плаценты, которая была присоединена к матке матери во время беременности. Перфузионный рас-

твор может также быть введен путем открытия пуповины и обеспечения возможности протекания или 

просачивания из отверстий в стенке плаценты, которая соединялась со стенкой матки матери. В другом 

варианте осуществления перфузионный раствор проходит через пупочные вены и собирается из пупоч-

ной артерии, или проходит через пупочную артерию и собирается из пупочных вен, т.е. проходит только 

через плацентарную сосудистую сеть (эмбриональную ткань). 

В одном из вариантов осуществления, например, пупочная артерия и пупочная вена соединяются 

одновременно, например, с пипеткой, которая соединяется через гибкий соединитель с резервуаром пер-

фузионного раствора. Перфузионный раствор проходит в пупочную вену и артерию. Перфузионный рас-

твор выделяется из и/или проходит через стенки кровеносных сосудов в окружающие ткани плаценты и 

собирается в соответствующем сосуде открытого типа с поверхности плаценты, которая была присоеди-

нена к матке матери во время беременности. Перфузионный раствор может также быть введен путем 

открытия пуповины и обеспечения возможности протекания или просачивания из отверстий в стенке 

плаценты, которая соединялась со стенкой матки матери. Плацентарные клетки, которые собирают этим 

способом, который может называться "методом кюветы", обычно представляют собой смесь эмбрио-

нальных и материнских клеток. 

В другом варианте осуществления перфузионный раствор проходит через пупочные вены и собира-

ется из пупочной артерии или проходит через пупочную артерию и собирается из пупочных вен. Пла-

центарные клетки, собранные этим способом, который может называться способом "замкнутого конту-
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ра", обычно являются практически исключительно эмбриональными. 

Способ перфузии замкнутого контура в одном из вариантов осуществления может быть выполнен 

следующим образом. Послеродовую плаценту получают в течение около 48 ч после рождения. Пуповину 

зажимают и отрезают выше зажима. Пуповина может быть утилизирована или может быть обработана с 

целью извлечения, например, стволовых клеток пуповины и/или обработки мембраны пуповины для 

производства биоматериала. Амниотическая мембрана может быть сохранена во время перфузии или 

может быть отделена от хориона, например, с применением тупого отделения пальцами. Если амниоти-

ческую мембрану отделяют от хориона до перфузии, она может быть, например, утилизирована или об-

работана, например, с целью получения стволовых клеток посредством ферментативного расщепления 

или для производства, например, амниотического мембранного биоматериала, например биоматериала, 

описанного в публикации заявки на патент США № 2004/0048796. После очистки плаценты от всех ви-

димых кровяных сгустков и остаточной крови, например, с использованием стерильной марли сосуды 

пуповины раскрывают, например, путем частичного разрезания мембраны пуповины, с тем чтобы рас-

крыть поперечное сечение пуповины. Сосуды идентифицируют и открывают, например, путем продви-

жения закрытого зажима типа "крокодил" через разрезанный конец каждого сосуда. Устройство, напри-

мер пластмассовую трубку, соединенную с устройством перфузии или перистальтическим насосом, за-

тем вставляют в каждую из плацентарных артерий. Насос может быть любым насосом, подходящим для 

данной цели, например перистальтическим насосом. Пластмассовую трубку, соединенную со стериль-

ным накопительным резервуаром, например мешком для крови, таким как 250 мл мешок для сбора кро-

ви, затем вставляют в плацентарную вену. Альтернативно, трубку, соединенную с насосом, вставляют в 

плацентарную вену и трубки к накопительному(ым) резервуару(ам) вставляют в одну или обе плацен-

тарные артерии. Плаценту затем подвергают перфузии с некоторым объемом перфузионного раствора, 

например около 750 мл перфузионного раствора. Клетки в перфузате затем собирают, например, посред-

ством центрифугирования. 

В одном из вариантов осуществления внутренний конец пуповины зажимают во время перфузии и, 

более конкретно, может быть зажато в пределах 4-5 см (сантиметров) вставки пуповины в плацентарный 

диск. 

Первый сбор жидкости перфузии из плаценты млекопитающего во время процесса кровоизвлечения 

обычно окрашен остаточными эритроцитами пуповинной крови и/или плацентарной крови. Жидкость 

перфузии становится более бесцветной с продолжением перфузии и вымыванием остаточных клеток пу-

повинной крови из плаценты. Обычно от 30 до 100 мл жидкости перфузии является подходящим для 

первоначального вымывания крови из плаценты, но больше или меньше жидкости перфузии может ис-

пользоваться в зависимости от наблюдаемых результатов. 

В определенных вариантах осуществления пуповинную кровь удаляют из плаценты до перфузии 

(например, посредством свободного стекания), но плаценту не промывают (например, подвергают пер-

фузии) раствором для удаления остаточной крови. В определенных вариантах осуществления пуповин-

ную кровь удаляют из плаценты до перфузии (например, посредством свободного стекания), и плаценту 

промывают (например, подвергают перфузии) раствором для удаления остаточной крови. 

Объем жидкости перфузии, используемый для выполнения перфузии через плаценту, может изме-

няться в зависимости от количества плацентарных клеток, которые должны быть собраны, размера пла-

центы, количества сборов, которое должно быть сделано для одной плаценты и т.д. В различных вариан-

тах осуществления объем жидкости перфузии может составлять от 50 до 5000 мл, от 50 до 4000 мл, от 50 

до 3000 мл, от 100 до 2000 мл, от 250 до 2000 мл, от 500 до 2000 мл или от 750 до 2000 мл. Как правило, 

перфузию через плаценту выполняют 700-800 мл жидкости перфузии после кровоизвлечения. 

Плацента может подвергаться перфузии множество раз в течение нескольких часов или нескольких 

дней. Если плацента должна быть подвергнута перфузии множество раз, она может поддерживаться или 

культивироваться в асептических условиях в контейнере или другом подходящем сосуде и подвергаться 

перфузии композицией для сбора клеток или стандартным перфузионным раствором (например, физио-

логическим раствором, таким как фосфатно-солевой буферный раствор ("PBS") с противосвертывающим 

средством или без него (например, гепарин, варфарин натрия, кумарин, бис-гидроксикумарин) и/или с 

антимикробной добавкой или без нее (например, β-меркаптоэтанол (0,1 мМ); с антибиотиками, такими 

как стрептомицин (например, в концентрации 40-100 мкг/мл), пенициллин (например, в концентрации  

40 ед./мл), амфотерицин В (например, в концентрации 0,5 мкг/мл). В одном из вариантов осуществления 

изолированная плацента поддерживается или культивируется в течение некоторого периода времени без 

сбора перфузата таким образом, что плацента поддерживается или культивируется в течение 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 или 24 ч или 2, или 3, или более дней до перфу-

зии и сбора перфузата. Перфузированная плацента может поддерживаться в течение одного или более 

дополнительных периодов времени, например 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 

21, 22, 23, 24 ч или более, и подвергаться перфузии во второй раз, например 700-800 мл жидкости перфу-

зии. Плацента может подвергаться перфузии 1, 2, 3, 4, 5 или более раз, например один раз в каждые 1, 2, 

3, 4, 5 или 6 ч. В одном из вариантов осуществления перфузию через плаценту и сбор перфузионного 

раствора, например композиции для сбора плацентарных клеток, повторяют до тех пор, пока количество 
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извлекаемых клеток не упадет ниже 100 клеток/мл. Перфузаты в различные моменты времени могут 

быть дополнительно обработаны индивидуально в целях извлечения зависящих от времени популяций 

клеток, например тотальных содержащих ядро клеток. Перфузаты, полученные в различные моменты 

времени, также могут быть объединены. 

5.2.4. Плацентарный перфузат и клетки плацентарного перфузата. 

Как правило, плацентарный перфузат от единственной плацентарной перфузии содержит от около 

100 до около 500 миллионов имеющих ядро клеток, включая гематопоэтические клетки, из которых  

NK-клетки, например NK-клетки, продуцированные согласно трехэтапному способу, описанному в на-

стоящем раскрытии, могут быть продуцированы посредством способа, раскрытого в настоящем раскры-

тии. В определенных вариантах осуществления плацентарный перфузат или клетки перфузата включают 

в себя CD34
+
 клетки, например стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники. Та-

кие клетки, в более конкретном варианте осуществления, могут содержать стволовые клетки или клетки-

предшественники CD34
+
CD45, стволовые клетки или клетки-предшественники CD34

+
CD45

+
 и т.п. В оп-

ределенных вариантах осуществления перфузат или клетки перфузата хранятся посредством криозамо-

раживания до изоляции из них гематопоэтических клеток. В определенных других вариантах осуществ-

ления плацентарный перфузат содержит, или клетки перфузата содержат, только эмбриональные клетки 

или комбинацию эмбриональных клеток и материнских клеток. 

5.2.5. Гематопоэтические клетки. 

В различных вариантах осуществления NK-клетки продуцируют из гематопоэтических клеток, на-

пример гематопоэтических стволовых клеток или клеток-предшественников. 

Гематопоэтические клетки при использовании в настоящем изобретении могут представлять собой 

любые гематопоэтические клетки, способные дифференцироваться в NK-клетки, например клетки-

предшественники, гематопоэтические клетки-предшественники, стволовые гематопоэтические клетки и 

т.п. Гематопоэтические клетки могут быть получены из источников ткани, таких как, например, костный 

мозг, пуповинная кровь, плацентарная кровь, периферическая кровь, печень и т.п. или комбинации ука-

занного. Гематопоэтические клетки могут быть получены из плаценты. В конкретном варианте осущест-

вления гематопоэтические клетки получают из плацентарного перфузата. Гематопоэтические клетки из 

плацентарного перфузата могут содержать смесь эмбриональных и материнских гематопоэтических кле-

ток, например, смесь, в которой материнские клетки составляют более чем 5% общего количества гема-

топоэтических клеток. В одном из вариантов осуществления гематопоэтические клетки из плацентарного 

перфузата содержат по меньшей мере около 90, 95, 98, 99 или 99,5% эмбриональных клеток. 

В другом конкретном варианте осуществления гематопоэтические клетки, например стволовые ге-

матопоэтические клетки или клетки-предшественники, получают из плацентарного перфузата, пуповин-

ной крови или периферической крови. В другом конкретном варианте осуществления гематопоэтические 

клетки, например стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники, представляют со-

бой объединенные клетки из плацентарного перфузата и пуповинной крови, например, пуповинной кро-

ви из той же самой плаценты, что и перфузат. В другом конкретном варианте осуществления указанная 

пуповинная кровь выделяется из плаценты, отличной от плаценты, из которой получают указанный пла-

центарный перфузат. В определенных вариантах осуществления объединенные клетки могут быть полу-

чены путем объединения в пул или объединения пуповинной крови и плацентарного перфузата. В опре-

деленных вариантах осуществления пуповинная кровь и плацентарный перфузат объединяют в соотно-

шении 100:1, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45: 50:50, 45:55, 40:60, 35:65, 30:70, 

25:75, 20:80, 15:85, 10:90, 5:95, 100:1, 95:1, 90:1, 85:1, 80:1, 75:1, 70:1, 65:1, 60:1, 55:1, 50:1, 45:1, 40:1, 

35:1, 30:1, 25:1, 20:1, 15:1, 10:1, 5:1, 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30, 1:35, 1:40, 1:45, 1:50, 1:55, 1:60, 

1:65, 1:70, 1:75, 1:80, 1:85, 1:90, 1:95, 1:100 и т.п. по объему для получения объединенных клеток. В кон-

кретном варианте осуществления пуповинную кровь и плацентарный перфузат объединяют в соотноше-

нии от 10:1 до 1:10, от 5:1 до 1:5 или от 3:1 до 1:3. В другом конкретном варианте осуществления пупо-

винную кровь и плацентарный перфузат объединяют в соотношении 10:1, 5:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:5 или 1:10. 

В более конкретном варианте осуществления пуповинную кровь и плацентарный перфузат объединяют в 

соотношении 8,5:1,5 (85%:15%). 

В определенных вариантах осуществления пуповинную кровь и плацентарный перфузат объединя-

ют в соотношении 100:1, 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 65:35, 60:40, 55:45: 50:50, 45:55, 40:60, 

35:65, 30:70, 25:75, 20:80, 15:85, 10:90, 5:95, 100:1, 95:1, 90:1, 85:1, 80:1, 75:1, 70:1, 65:1, 60:1, 55:1, 50:1, 

45:1, 40:1, 35:1, 30:1, 25:1, 20:1, 15:1, 10:1, 5:1, 1:1, 1:5, 1:10, 1:15, 1:20, 1:25, 1:30, 1:35, 1:40, 1:45, 1:50, 

1:55, 1:60, 1:65, 1:70, 1:75, 1:80, 1:85, 1:90, 1:95, 1:100 и т.п. по суммарному содержанию имеющих ядро 

клеток (TNC) для получения объединенных клеток. В конкретном варианте осуществления пуповинную 

кровь и плацентарный перфузат объединяют в соотношении от 10:1 до 1:10, от 5:1 до 1:5 или от 3:1 до 

1:3. В другом конкретном варианте осуществления пуповинную кровь и плацентарный перфузат объеди-

няют в соотношении 10:1, 5:1, 3:1, 1:1, 1:3, 1:5 или 1:10. 

В другом конкретном варианте осуществления гематопоэтические клетки, например стволовые ге-

матопоэтические клетки или клетки-предшественники, берут и из пуповинной крови и из плацентарного 

перфузата, но при этом указанную пуповинную кровь выделяют из плаценты, отличной от плаценты, из 
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которой получают указанный плацентарный перфузат. 

В определенных вариантах осуществления гематопоэтические клетки являются клетками CD34
+
. В 

конкретных вариантах осуществления гематопоэтические клетки, целесообразные в способах, раскрытых 

в настоящем раскрытии, являются CD34
+
CD38

+
 или CD34

+
CD38

-
. В более конкретном варианте осущест-

вления гематопоэтические клетки являются CD34
+
CD38

-
Lin

-
. В другом конкретном варианте осуществ-

ления гематопоэтические клетки являются одним или более из CD2
-
, CD3

-
, CD11b

-
, CD11c

-
, CD14

-
, CD16

-

, CD19
-
, CD24

-
, CD56

-
, CD66b

-
 и/или гликофорин А

-
. В другом конкретном варианте осуществления гема-

топоэтические клетки являются CD2
-
, CD3

-
, CD11b

-
, CD11c

-
, CD14

-
, CD16

-
, CD19

-
, CD24

-
, CD56

-
, CD66b

-
 

и гликофорин А
-
. В другом более конкретном варианте осуществления гематопоэтические клетки явля-

ются CD34
+
CD38

-
CD33

-
CD117

-
. В другом более конкретном варианте осуществления гематопоэтические 

клетки являются CD34
+
CD38

-
CD33

-
CD117

-
CD235

-
CD36

-
 

В другом варианте осуществления гематопоэтические клетки являются CD45
+
. В другом конкрет-

ном варианте осуществления гематопоэтические клетки являются CD34
+
CD45

+
. В другом варианте осу-

ществления гематопоэтическая клетка является Thy-1
+
. В конкретном варианте осуществления гематопо-

этическая клетка является CD34
+
Thy-1

+
. В другом варианте осуществления гематопоэтические клетки 

являются CD133
+
. В конкретных вариантах осуществления гематопоэтические клетки являются 

CD34
+
CD133

+
 или CD133

+
Thy-1

+
. В другом конкретном варианте осуществления гематопоэтические 

клетки CD34
+
являются CXCR4

+
. В другом конкретном варианте осуществления гематопоэтические клет-

ки CD34
+
 являются CXCR4

-
. В другом варианте осуществления гематопоэтические клетки являются по-

ложительными по KDR (рецептор 2 сосудистого фактора роста). В конкретных вариантах осуществления 

гематопоэтические клетки являются CD34
+
KDR

+
, CD133

+
KDR

+
 или Thy-1

+
KDR

+
. В определенных других 

вариантах осуществления гематопоэтические клетки являются положительными по альдегид-

дегидрогеназе (ALDH
+
), например, клетками CD34

+
ALDH

+
. 

В определенных других вариантах осуществления клетки CD34
+
 являются CD45

-
. В конкретных ва-

риантах осуществления клетки CD34
+
, например клетки CD34

+
, CD45,

-
экспрессируют одну или более, 

или все, миРНК hsa-miR-380, hsa-miR-512, hsa-miR-517, hsa-miR-518c, hsa-miR-519b и/или hsa-miR-520a. 

В определенных вариантах осуществления гематопоэтические клетки являются CD34
-
. 

Гематопоэтические клетки могут также не иметь определенных маркеров, которые показывают де-

терминацию клеточной дифференцировки или отсутствие "необученности" в развитии. Например, в дру-

гом варианте осуществления гематопоэтические клетки являются HLA-DR
-
. В конкретных вариантах 

осуществления гематопоэтические клетки являются CD34
+
HLA-DR

-
, CD133

+
HLA-DR

-
, Thy-1

+
HLA-DR

- 

или ALDH
+
HLA-DR

-
 В другом варианте осуществления гематопоэтические клетки являются отрицатель-

ными по одному или более, предпочтительно по всем, маркерам клеточной линии CD2, CD3, CD11b, 

CD11c, CD14, CD16, CD19, CD24, CD56, CD66b и гликофорину А. 

Таким образом, гематопоэтические клетки могут быть отобраны для применения в способах, рас-

крытых в настоящем изобретении, на основании наличия маркеров, которые указывают недифференци-

рованное состояние, или на основании отсутствия маркеров клеточной линии, указывающих, что по 

меньшей мере некоторая дифференцировка клеточной линии имела место. Способы изоляции клеток, 

включая гематопоэтические клетки, на основании наличия или отсутствия конкретных маркеров подроб-

но обсуждаются ниже. 

Гематопоэтические клетки, при использовании в настоящем раскрытии, могут представлять собой 

по существу однородную популяцию, например популяцию, содержащую по меньшей мере около 95%, 

по меньшей мере около 98% или по меньшей мере около 99% гематопоэтических клеток из единственно-

го источника ткани, или популяцию, содержащую гематопоэтические клетки, демонстрирующие одни и 

те же ассоциированные с гематопоэтическими клетками клеточные маркеры. Например, в различных 

вариантах осуществления гематопоэтические клетки могут содержать по меньшей мере около 95, 98 или 

99% гематопоэтических клеток из костного мозга, пуповинной крови, плацентарной крови, перифериче-

ской крови или плаценты, например, перфузата плаценты. 

Гематопоэтические клетки при использовании в настоящем изобретении могут быть получены от 

одного индивида, например из единственной плаценты, или от множества индивидов, например, могут 

быть объединены в пул. Если гематопоэтические клетки получают от множества индивидов и объединя-

ют в пул, гематопоэтические клетки могут быть получены из одного и того же источника ткани. Таким 

образом, в различных вариантах осуществления все объединенные в пул гематопоэтические клетки взя-

ты из плаценты, например плацентарного перфузата, все взяты из плацентарной крови, все взяты из пу-

повинной крови, все взяты из периферической крови и т.п. 

Гематопоэтические клетки при использовании в настоящем изобретении в определенных вариантах 

осуществления могут включать в себя гематопоэтические клетки из двух или более источников ткани. 

Например, в определенных вариантах осуществления, когда гематопоэтические клетки из двух или более 

источников объединяют для использования в способах по настоящему раскрытию, множество гематопо-

этических клеток, используемое для продуцирования NK-клеток, включает в себя гематопоэтические 

клетки из плаценты, например перфузата плаценты. В различных вариантах осуществления гематопоэти-

ческие клетки, используемые для продуцирования NK-клеток, включают в себя гематопоэтические клет-
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ки из плаценты и из пуповинной крови; из плаценты и периферической крови; из плаценты и плацентар-

ной крови, или плаценты и костного мозга. В предпочтительном варианте осуществления гематопоэти-

ческие клетки включают в себя гематопоэтические клетки из плацентарного перфузата в комбинации с 

гематопоэтическими клетками из пуповинной крови, при этом пуповинная кровь и плацента взяты из 

одного и того же индивида, т.е. при этом перфузат и пуповинная кровь сочетаются друг с другом. В ва-

риантах осуществления, в которых гематопоэтические клетки включают в себя гематопоэтические клет-

ки из двух источников ткани, гематопоэтические клетки из этих источников могут быть объединены в 

соотношении, например, 1:10, 2:9, 3:8, 4:7: 5:6, 6:5, 7:4, 8:3, 9:2, 1:10, 1:9, 1:8, 1:7, 1:6, 1:5, 1:4, 1:3, 1:2, 

1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1 или 9:1. 

5.2.5.1. Плацентарные стволовые гематопоэтические клетки. 

В определенных вариантах осуществления гематопоэтические клетки представляют собой плацен-

тарные гематопоэтические клетки. При использовании в настоящем изобретении "плацентарные гемато-

поэтические клетки" означают гематопоэтические клетки, полученные непосредственно из плаценты, а 

не из плацентарной крови или из пуповинной крови. В одном из вариантов осуществления плацентарные 

гематопоэтические клетки являются CD34
+
. В конкретном варианте осуществления плацентарные гема-

топоэтические клетки преимущественно (например, по меньшей мере около 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 

90, 95 или 98%) являются клетками CD34
+
CD38

-
. В другом конкретном варианте осуществления плацен-

тарные гематопоэтические клетки преимущественно (например, по меньшей мере около 50, 55, 60, 65, 

70, 75, 80, 85, 90, 95 или 98%) являются клетками CD34
+
CD38

+
. Плацентарные гематопоэтические клетки 

могут быть получены из послеродовой плаценты млекопитающего (например, человека) любыми средст-

вами, известными специалистам в данной области техники, например, посредством перфузии. 

В другом варианте осуществления плацентарная гематопоэтическая клетка является CD45
-
. В кон-

кретном варианте осуществления гематопоэтическая клетка является CD34
+
CD45

-
. В другом конкретном 

варианте осуществления плацентарные гематопоэтические клетки являются CD34
+
CD45

+
. 

5.2.6. Способы продуцирования клеток PiNK. 

В различных вариантах осуществления клетки PiNK получают из плацентарных клеток. В конкрет-

ных вариантах осуществления плацентарные клетки получают из плацентарного перфузата, например 

человеческого плацентарного перфузата. В конкретных вариантах осуществления плацентарные клетки 

получают из плацентарной ткани, которая была механически и/или ферментативно разорвана. 

5.2.6.1. Получение клеток PiNK из плацентарного перфузата. 

В одном из вариантов осуществления клетки PiNK собирают путем получения плацентарного пер-

фузата, последующего контактирования плацентарного перфузата с композицией, которая специфично 

связывает клетки CD56
+
, например, антителом против CD56, после чего производится изоляция клеток 

CD56
+
 на основании указанного связывания, с тем чтобы сформировать популяцию клеток CD56

+
. Попу-

ляция клеток CD56
+
 включает в себя изолированную популяцию NK-клеток. В конкретном варианте 

осуществления клетки CD56
+
 контактируют с композицией, которая специфично связывается с клетками 

CD16
+
, например, антителом против CD16, и клетки CD16

+
 исключают из популяции клеток CD56

+
. В 

другом конкретном варианте осуществления клетки CD3
+
 также исключают из популяции клеток CD56

+
. 

В одном из вариантов осуществления клетки PiNK получают из плацентарного перфузата следую-

щим образом. Послеродовую человеческую плаценту обескровливают и подвергают перфузии, напри-

мер, около 200-800 мл перфузионного раствора, только через плацентарную сосудистую сеть. В конкрет-

ном варианте осуществления плаценту дренируют от пуповинной крови и промывают, например, перфу-

зионным раствором, через плацентарную сосудистую сеть, с тем чтобы удалить остаточную кровь до 

выполнения указанной перфузии. Перфузат собирают и обрабатывают, с тем чтобы удалить любые оста-

точные эритроциты. Естественные клетки-киллеры в тотальных содержащих ядро клетках в перфузате 

могут быть изолированы на основании экспрессии CD56 и CD16. В определенных вариантах осуществ-

ления изоляция клеток PiNK включает в себя изоляцию с применением антитела к CD56, при этом изо-

лированные клетки являются CD56
+
. В другом варианте осуществления изоляция клеток PiNK включает 

в себя изоляцию с применением антитела к CD16, при этом изолированные клетки являются CD16
-
. В 

другом варианте осуществления изоляция клеток PiNK включает в себя изоляцию с применением анти-

тела к CD56 и исключение множества не являющихся PiNK клеток с применением антитела к CD16, при 

этом изолированные клетки включают в себя клетки CD56
+
, CD16

-
. 

Разделение клеток может быть выполнено любым способом, известным в технике, например по-

средством сортировки клеток с возбуждением флуоресценции (FACS) или предпочтительно магнитной 

сортировки клеток с использованием микрогранул, конъюгированных со специфичными антителами. 

Магнитное разделение клеток может быть выполнено и автоматизировано с применением, например, 

сепаратора AUTOMACS (Miltenyi). 

В другом аспекте процесс изоляции плацентарных NK-клеток (например, клеток PiNK) включает в 

себя получение множества плацентарных клеток и изоляцию естественных клеток-киллеров из указанно-

го множества плацентарных клеток. В конкретном варианте осуществления плацентарные клетки пред-

ставляют собой или содержат клетки плацентарного перфузата, например тотальные содержащие ядро 

клетки из плацентарного перфузата. В другом конкретном варианте осуществления указанное множество 
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плацентарных клеток представляет собой или содержит плацентарные клетки, полученные механиче-

ским и/или ферментативным расщеплением плацентарной ткани. В другом варианте осуществления ука-

занную изоляцию выполняют с применением одного или более антител. В более конкретном варианте 

осуществления указанные одно или более антител включают в себя одно или более антител к CD3, CD16 

или CD56. В более конкретном варианте осуществления указанная изоляция включает в себя изоляцию 

клеток CD56
+
 от клеток CD56

-
 в указанном множестве плацентарных клеток. В более конкретном вари-

анте осуществления указанная изоляция включает в себя изоляцию плацентарных клеток CD56
+
, CD16

-
, 

например, плацентарных естественных клеток-киллеров, например, клеток PiNK, от плацентарных кле-

ток, которые являются CD56
-
 или CD16

+
. В более конкретном варианте осуществления указанная изоля-

ция включает в себя изоляцию плацентарных клеток CD56
+
, CD16

-
, CD3

-
 от плацентарных клеток, кото-

рые являются CD56
-
, CD16

+
 или CD3

+
. В другом варианте осуществления указанный процесс изоляции 

плацентарных естественных клеток-киллеров приводит к формированию популяции плацентарных кле-

ток, которая содержит по меньшей мере 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 или по меньшей мере 99% 

естественных клеток-киллеров CD56
+
, CD16

-
. 

В определенных вариантах осуществления плацентарные NK-клетки, например, клетки PiNK, были 

расширены в культуре. В определенных других вариантах осуществления клетки плацентарного перфу-

зата были расширены в культуре. В конкретном варианте осуществления указанные клетки плацентарно-

го перфузата были расширены в присутствии питающего слоя и/или в присутствии по меньшей мере од-

ного цитокина. В более конкретном варианте осуществления указанный питающий слой содержит клет-

ки K562 или мононуклеары периферической крови. В другом более конкретном варианте осуществления 

указанный по меньшей мере один цитокин представляет собой интерлейкин-2. В конкретных вариантах 

осуществления клетки PiNK культивировались, например расширялись в культуре, в течение по меньшей 

мере около или самое большее 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 

25, 26, 27 или 28 дней. В конкретном варианте осуществления клетки PiNK культивируют в течение око-

ло 21 дня. 

5.2.6.2. Разрыв и расщепление плацентарной ткани с целью получения клеток PiNK. 

Плацентарные NK-клетки, например клетки PiNK, могут также быть получены из плацентарной 

ткани, которая была механически и/или ферментативно разорвана. 

Плацентарная ткань может быть разорвана с применением одного или более разлагающих ткань 

ферментов, например металлопротеазы, серин-протеазы, нейтральной протеазы, РНК-азы или ДНК-азы и 

т.п. Такие ферменты включают, но не ограничены указанным, коллагеназы (например, коллагеназа I или 

IV, коллагеназа из Clostridium histolyticum и т.д.); диспазу, термолизин, эластазу, трипсин, либеразу, гиа-

луронидазу и т.п. Обычно после расщепления расщепленную ткань пропускают через натягиватель или 

фильтр, чтобы удалить частично расщепленные скопления клеток, оставляя по существу одноклеточную 

суспензию. 

После того как суспензия плацентарных клеток была получена, естественные клетки-киллеры могут 

быть изолированы с использованием, например, антител к CD3 и CD56. В конкретном варианте осущест-

вления плацентарные естественные клетки-киллеры изолируют путем отбора клеток, которые являются 

CD56
+
, с получением первой популяции клеток; производят контактирование указанной первой популя-

ции клеток с антителами, специфичными для CD3 и/или CD16; и удаляют клетки из указанной первой 

популяции клеток, которые являются CD3
+
 или CD56

+
, посредством чего получают вторую популяцию 

клеток, которая является по существу CD56
+
 и CD3

-
, CD56

+
 и CD16

-
 или CD56

+
, CD3

-
 и CD16

-.
 

В одном из вариантов осуществления магнитные гранулы используют для изолирования плацен-

тарных естественных клеток-киллеров из суспензии плацентарных клеток. Клетки могут быть изолиро-

ваны, например, с применением методики магнитно активируемой сортировки клеток (MACS), способа 

для разделения частиц на основании их способности связывать магнитные гранулы (например, диамет-

ром около 0,5-100 мкм), которые содержат одно или более специфичных антител, например антител про-

тив CD56. Множество полезных модификаций может быть выполнено на магнитных микросферах, 

включая ковалентное добавление антитела, которое специфично распознает конкретную молекулу по-

верхности клеток или гаптен. Гранулы затем смешивают с клетками, чтобы обеспечить возможность свя-

зывания. Клетки затем проходят через магнитное поле, с тем чтобы выделить клетки, имеющие конкрет-

ный маркер поверхности клеток. В одном из вариантов осуществления эти клетки могут затем быть изо-

лированы и повторно смешаны с магнитными гранулами, соединенными с антителом против дополни-

тельных маркеров поверхности клеток. Клетки снова проходят через магнитное поле, в результате чего 

выделяют клетки, которые связываются с обоими антителами. Такие клетки могут затем быть разведены 

в отдельных кюветах, таких как кюветы для микротитрования, в целях клональной изоляции. 

5.2.7. Способы продуцирования активированных NK-клеток. 

Активированные NK-клетки могут быть продуцированы из гематопоэтических клеток, которые 

описаны выше. В определенном варианте осуществления активированные NK-клетки продуцируют из 

расширенных гематопоэтических клеток, например гематопоэтических стволовых клеток и/или гемато-

поэтических клеток-предшественников. В конкретном варианте осуществления гематопоэтические клет-

ки расширяются и дифференцируются непрерывно в первой среде без использования питающих клеток. 
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Клетки затем культивируют во второй среде в присутствии питающих клеток. Такая изоляция, расшире-

ние и дифференцировка могут быть выполнены на централизованном производстве, которое предостав-

ляет расширенные гематопоэтические клетки для доставки в целях децентрализованного расширения и 

дифференцировки в точки использования, например больницы, военные базы, на линию фронта и т.п. 

В некоторых вариантах осуществления продуцирование активированных NK-клеток включает в се-

бя расширение популяции гематопоэтических клеток. Во время расширения клеток множество гематопо-

этических клеток в пределах гематопоэтической популяции клеток дифференцируется в NK-клетки. 

В одном из вариантов осуществления процесс продуцирования популяции активированных естест-

венных клеток-киллеров (NK) включает в себя (а) высевание популяции гематопоэтических стволовых 

клеток или клеток-предшественников в первой среде, содержащей интерлейкин-15 (IL-15) и, необяза-

тельно, один или более из фактора стволовых клеток (SCF) и интерлейкина-7 (IL-7), при этом указанный 

IL-15 и необязательные SCF и IL-7 не содержатся в пределах неопределенного компонента указанной 

среды, в результате чего популяция расширяется и множество гематопоэтических стволовых клеток или 

клеток-предшественников в пределах указанной популяции гематопоэтических стволовых клеток или 

клеток-предшественников дифференцируется в NK-клетки во время указанного расширения; и (b) рас-

ширение клеток с этапа (а) во второй среде, содержащей интерлейкин-2 (IL-2), с тем чтобы продуциро-

вать популяцию активированных NK-клеток. 

В другом варианте осуществления активированные NK-клетки в соответствии с описанным в на-

стоящем изобретении продуцируют посредством двухэтапного процесса расшире-

ния/дифференцирования и созревания NK-клеток. Первые и вторые этапы включают в себя культивиро-

вание клеток в средах с уникальной комбинацией клеточных факторов. В определенных вариантах осу-

ществления процесс включает в себя (а) культивирование и расширение популяции гематопоэтических 

клеток в первой среде, при этом множество гематопоэтических стволовых клеток или клеток-

предшественников в пределах гематопоэтической популяции клеток дифференцируется в NK-клетки; и 

(b) расширение NK-клеток с этапа (а) во второй среде, при этом NK-клетки дополнительно расширяются 

и дифференцируются, и при этом NK-клетки созревают (например, становятся активированными или 

получают цитотоксическую активность другим способом). В определенных вариантах осуществления 

процесс не включает в себя промежуточных этапов между этапом (а) и (b), каких-либо дополнительных 

этапов культивирования до этапа (а) и/или каких-либо дополнительных этапов (например, этапа созрева-

ния) после этапа (b). 

5.2.7.1. Первый этап. 

В определенных вариантах осуществления процесс продуцирования активированных NK-клеток 

включает в себя первый этап культивирования и расширения популяции гематопоэтических клеток в 

первой среде, при этом множество гематопоэтических стволовых клеток или клеток-предшественников в 

пределах гематопоэтической популяции клеток дифференцируется в NK-клетки. 

Вне связи с каким-либо параметром, механизмом или теорией, культивирование гематопоэтических 

клеток в соответствии с описанным в настоящем изобретении приводит к непрерывному расширению 

гематопоэтических клеток и дифференцированию NK-клеток из указанных клеток. В определенных ва-

риантах осуществления гематопоэтические клетки, например стволовые клетки или клетки-

предшественники, используемые в процессах, описанных в настоящем раскрытии, расширяются и диф-

ференцируются на первом этапе с использованием питающего слоя. В других вариантах осуществления 

гематопоэтические клетки, например стволовые клетки или клетки-предшественники, расширяются и 

дифференцируются на первом этапе без использования питающего слоя. 

Независимое от питающих клеток расширение и дифференцирование гематопоэтических клеток 

может происходить в любом контейнере, подходящем для культивирования и расширения клеток, на-

пример колбе, пробирке, мензурке, кювете, многолуночном планшете, мешке и т.п. В конкретном вари-

анте осуществления независимое от питающих клеток расширение гематопоэтических клеток происхо-

дит в мешке, например гибком газопроницаемом фторуглеродном мешке для культивирования (напри-

мер, от производства American Fluoroseal). В конкретном варианте осуществления контейнер, в котором 

расширяются гематопоэтические клетки, является подходящим для транспортировки, например, в такое 

место, как больница или военная зона, где расширенные NK-клетки далее расширяются и дифференци-

руются. 

В определенных вариантах осуществления гематопоэтические клетки расширяются и дифференци-

руются, например, непрерывным образом, в первой культуральной среде. В одном из вариантов осуще-

ствления первая культуральная среда является не содержащей животных компонентов культуральной 

средой. Типовые не содержащие животных компонентов культуральные среды, полезные в процессах, 

описанных в настоящем раскрытии, включают, но не ограничены указанным, основную питательную 

среду Игла (ВМЕ), модифицированную по способу Дульбекко среду Игла (DMEM), минимальную под-

держивающую среду Глазго (GMEM), модифицированную по способу Дульбекко среду Иг-

ла/питательную смесь F-12 Ham (DMEM/F-12), минимальную поддерживающую среду (MEM), среду 

Дульбекко, модифицированную по способу Исков (IMDM), питательную смесь F-10 Ham (F-10 Ham), 

питательную смесь F-12 Ham (F-12 Ham), среду RPMI-1640, среду Е Уильямса, STEMSPAN (Cat. No. 
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Stem Cell Technologies, Ванкувер, Канада), основную питательную среду Glycostem (GBGM), среду 

AIM-V (Invitrogen), X-VIVO 10 (Lonza), X-VIVO 15 (Lonza), OPTMIZER (Invitrogen), STEMSPAN 

H3000 (STEMCELL Technologies), CELLGRO COMPLETE (Mediatech) или любые модифицированные 

варианты или комбинации указанного. В конкретном варианте осуществления любого из вариантов осу-

ществления в настоящем изобретении среда не является GBGM. 

В предпочтительных вариантах осуществления первая культуральная среда содержит одну или бо-

лее добавок к среде (например, питательные вещества, цитокины и/или факторы). Добавки к среде, под-

ходящие для использования в процессах, описанных в настоящем раскрытии, включают в себя, напри-

мер, но без ограничения, сыворотку, такую как человеческая сыворотка АВ, эмбриональная бычья сыво-

ротка (FBS) или эмбриональная сыворотка теленка (FCS), витамины, бычий сывороточный альбумин 

(BSA), аминокислоты (например, L-глютамин), жирные кислоты (например, олеиновая кислота, линоле-

вая кислота или пальмитиновая кислота) инсулин (например, рекомбинантный человеческий инсулин), 

трансферрин (насыщенный железом человеческий трансферрин), β-меркаптоэтанол, фактор стволовых 

клеток (SCF), лиганд Fms-подобной тирозинкиназы (Flt3-L), цитокины, такие как интерлейкин-2 (IL-2), 

интерлейкин-7 (IL-7), интерлейкин-15 (IL-15), тромбопоэтин (Tpo), гепарин или О-ацетилкарнитин (так-

же называемый ацетилкарнитин, О-ацетил-L-карнитин или OAC). В конкретном варианте осуществления 

культуральная среда, используемая в настоящем раскрытии, содержит человеческую сыворотку АВ. В 

другом конкретном варианте осуществления культуральная среда, используемая в настоящем раскрытии, 

содержит FBS. В другом конкретном варианте осуществления культуральная среда, используемая в на-

стоящем раскрытии, содержит ОАС. 

В определенных вариантах осуществления первая культуральная среда не содержит одного или бо-

лее из колониестимулирующего фактора гранулоцитов (G-CSF), колониестимулирующего фактора гра-

нулоцитов/макрофага (GM-CSF) интерлейкина-6 (IL-6), воспалительного белка макрофагов 1α (MIP1α) 

или фактора, ингибирующего лейкемию (LIF). 

Таким образом, в одном из аспектов в настоящем изобретении описан двухэтапный процесс проду-

цирования NK-клеток, в котором указанный первый этап включает в себя расширение и дифференциа-

цию популяции гематопоэтических клеток в первой среде в отсутствие питающих клеток, при этом мно-

жество гематопоэтических клеток в пределах указанной популяции гематопоэтических клеток диффе-

ренцируется в NK-клетки во время указанного расширения, и при этом культуральная среда содержит  

SCF в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл, IL-2 в концентрации от около 50 до около  

1500 межд.ед./мл, IL-7 в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл, IL-15 в концентрации от 1 до око-

ло 150 нг/мл и гепарин в концентрации от около 0,1 до около 30 межд.ед./мл, и при этом указанные SCF, 

IL-2, IL-7, IL-15 и гепарин не содержатся в пределах неопределенного компонента указанной среды (на-

пример, сыворотки). В определенных вариантах осуществления указанная среда содержит одно или бо-

лее из O-ацетил-карнитина (также называемого ацетилкарнитин, О-ацетил-L-карнитин или ОАС) или 

соединения, которое воздействует на цикл ацетил-СоА в митохондрии, тиазовивина, Y-27632,  

pY-интегрина, ингибиторов Rho-киназы (ROCK), ингибиторов каспазы или других антиапоптотических 

соединений/пептидов, NOVA-RS (Sheffield Bio-Science) или других усилителей выращивания малых мо-

лекул. В определенных вариантах осуществления указанная среда содержит никотинамид. В определен-

ных вариантах осуществления указанная среда содержит около 0,5-10 мМ ОАС. В одном из вариантов 

осуществления указанная среда содержит Stemspan H3000 и/или DMEM:F12 и около 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9 или 10 мМ ОАС. В конкретном варианте осуществления указанная среда представляет собой 

GBGM. В другом конкретном варианте осуществления среда не является GBGM. В другом конкрет-

ном варианте осуществления указанная среда содержит Stemspan H3000 и около 5 мМ ОАС. В другом 

конкретном варианте осуществления указанная среда содержит DMEM:F12 и около 5 мМ ОАС. ОАС 

может быть добавлен в любое время во время процессов культивирования, описанных в настоящем рас-

крытии. В определенных вариантах осуществления указанный ОАС добавляют к первой среде и/или во 

время первого этапа культивирования. В некоторых вариантах осуществления указанный ОАС добавля-

ют к первой среде в день 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 культивирова-

ния. В конкретном варианте осуществления указанный ОАС добавляют к первой среде в день 7 первого 

этапа культивирования. В более конкретном варианте осуществления указанный ОАС добавляют к пер-

вой среде в день 7 культивирования, и он присутствует в течение всего первого и второго этапов культи-

вирования. В определенных вариантах осуществления указанный ОАС добавляют ко второй среде и/или 

во время второго этапа культивирования. В некоторых вариантах осуществления указанный ОАС добав-

ляют ко второй среде в день 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35 культивирования. 

В другом конкретном варианте осуществления указанная среда представляет собой IMDM, допол-

ненный около 5-20% BSA, около 1-10 мкг/мл рекомбинантного человеческого инсулина, около 10-50 

мкг/мл насыщенного железом человеческого трансферрина и около 10-50 мкМ β-меркаптоэтанола. В 

другом конкретном варианте осуществления указанная среда не содержит одного или более или не со-

держит ничего из IL-11, IL-3, гомеобокса-В4 (НохВ4) и/или метилцеллюлозы. 

В других конкретных вариантах осуществления указанная среда содержит SCF в концентрации от 
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около 0,1 до около 500 нг/мл; от около 5 до около 100 нг/мл или около 20 нг/мл. В других конкретных 

вариантах осуществления указанная среда содержит IL-2 в концентрации от около 10 до около  

2000 межд.ед./мл; или от около 100 до около 500 межд.ед./мл; или около 200 межд.ед./мл. В других кон-

кретных вариантах осуществления указанная среда содержит IL-7 в концентрации от около 0,1 до около 

500 нг/мл; от около 5 до около 100 нг/мл или около 20 нг/мл. В других конкретных вариантах осуществ-

ления указанная среда содержит IL-15 в концентрации от около 0,1 до около 500 нг/мл; от около 5 до 

около 100 нг/мл или около 10 нг/мл. В других конкретных вариантах осуществления указанная среда 

содержит гепарин в концентрации от около 0,05 до около 100 ед/мл; или от около 0,5 до около  

20 ед./мл; или около 1,5 ед/мл. 

В еще одном конкретном варианте осуществления указанная среда дополнительно содержит лиганд 

Fms-подобной тирозинкиназы 3 (Flt-3L) в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл, тромбопоэтин 

(Tpo) в концентрации от около 1 до около 150 нг/мл или комбинацию того и другого. В других конкрет-

ных вариантах осуществления указанная среда содержит Flt-3L в концентрации от около 0,1 до около 

500 нг/мл; от около 5 до около 100 нг/мл или около 20 нг/мл. В других конкретных вариантах осуществ-

ления указанная среда содержит Tpo в концентрации от около 0,1 до около 500 нг/мл; от около 5 до око-

ло 100 нг/мл или около 20 нг/мл. 

В более конкретном варианте осуществления первая культуральная среда представляет собой 

GBGM, которая содержит около 20 нг/мл SCF, около 20 нг/мл IL-7, около 10 нг/мл IL-15. В другом бо-

лее конкретном варианте осуществления первая культуральная среда представляет собой GBGM, кото-

рая содержит около 20 нг/мл SCF, около 20 нг/мл Flt3-L, около 200 межд.ед./мл IL-2, около 20 нг/мл  

IL-7, около 10 нг/мл IL-15, около 20 нг/мл Tpo и около 1,5 ед/мл гепарина. В другом конкретном вариан-

те осуществления указанная первая культуральная среда дополнительно содержит 10% человеческую 

сыворотку (например, человеческую сыворотку АВ) или эмбриональную сыворотку (например, FBS). В 

конкретном варианте осуществления любого из вариантов осуществления в настоящем изобретении 

культуральная среда не является GBGM. 

В другом варианте осуществления гематопоэтические клетки расширяются посредством культиви-

рования указанных клеток, например, в указанной первой среде, в контакте с иммуномодулирующим 

соединением, например ингибирующим TNF-α соединением, в течение периода времени и в количестве, 

являющимися достаточными для вызывания детектируемого увеличения пролиферации гематопоэтиче-

ских клеток за данный период времени, по сравнению с эквивалентным количеством гематопоэтических 

клеток, с которыми не контактирует иммуномодулирующее соединение. См., например, публикацию 

заявки на патент США № 2003/0235909, изобретение которой включено в настоящее изобретение по-

средством ссылки во всей его полноте. В определенных вариантах осуществления иммуномодулирую-

щее соединение представляет собой аминозамещенный изоиндолин. В предпочтительном варианте осу-

ществления иммуномодулирующее соединение представляет собой 3-(4-амино-1-оксо-1,3-дигидроизо-

индол-2-ил)-пиперидин-2,6-дион; 3-(4'аминоизолиндолин-1'-он)-1-пиперидин-2,6-дион; 4-(амино)-2-(2,6-

диоксо(3-пиперидил))-изоиндолин-1,3-дион или 4-амино-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)изоиндол-1,3-

дион. В другом предпочтительном варианте осуществления иммуномодулирующее соединение пред-

ставляет собой помалидомид или леналидомид. 

Конкретные примеры иммуномодулирующих соединений включают, но не ограничены указанным, 

циано- и карбокси-производные замещенных стиролов, такие как раскрытые в патенте США № 5929117; 

1-оксо-2-(2,6-диоксо-3-фторпиперидин-3-ил)изоиндолины и 1,3-диоксо-2-(2,6-диоксо-3-фторпиперидин-

3-ил)изоиндолины, такие как описанные в патенте США № 5874448; тетра-замещенные  

2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-1-охоизоиндолины, описанные в патенте США № 5798368; 1-оксо и  

1,3-диоксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)изоиндолины (например, 4-метил-производные талидомида и 

ЕМ-12), включая раскрытые в патенте США № 5635517, но не ограничиваясь ими; и класс неполипеп-

тидных циклических амидов, раскрытых в патентах США № 5698579 и 5877200; аналоги и производные 

талидомида, включая продукты гидролиза, метаболиты, производные и предшественники талидомида, 

такие как описанные в патентах США № 5593990, 5629327 и 6071948 Д'Амато; аминоталидомид, а также 

аналоги, продукты гидролиза, метаболиты, производные и предшественники аминоталидомида, и заме-

щенные 2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)фталимиды и замещенные 2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-1-

охоизоиндолы, такие как описанные в патентах США № 6281230 и 6316471; изоиндол-имидные соеди-

нения, такие как описанные в заявке на патент США № 09/972487, поданной 5 октября 2001 г., заявке на 

патент США № 10/032286, поданной 21 декабря 2001 г., и международной заявке № PCT/US01/50401 

(международная публикация № WO 02/059106). Каждый из патентов и заявок на патент, идентифициро-

ванных в настоящем раскрытии, включается в настоящее изобретение посредством ссылки во всей его 

полноте. Иммуномодулирующие соединения не включают талидомид. 

В другом варианте осуществления иммуномодулирующие соединения включают, но не ограничены 

указанным, 1-оксо- и 1,3-диоксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)изоиндолины, аминозамещенные в бен-

зольном кольце, как описано в патенте США № 5635517, который включен в настоящее изобретение по-

средством ссылки. Эти соединения имеют структуру 
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где один из X и Y представляет собой С=О; 

 другие из X и Y представляют собой С=О или CH2; 

R
2
 представляет собой водород или нижний алкил, 

или фармацевтически приемлемую соль, гидрат, сольват, клатрат, зеркальный изомер, диастереои-

зомер, рацемат или смесь стереоизомеров указанного. 

В другом варианте осуществления конкретные иммуномодулирующие соединения включают, но не 

ограничены указанным: 

1-оксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-4-аминоизоиндолин; 

1-оксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-5-аминоизоиндолин; 

1-оксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-6-аминоизоиндолин; 

1-оксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-7-аминоизоиндолин; 

1,3-диоксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-4-аминоизоиндолин и 

1,3-диоксо-2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-5-аминоизоиндолин. 

Другие конкретные иммуномодулирующие соединения принадлежат к классу замещенных  

2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)фталимидов и замещенных 2-(2,6-диоксопиперидин-3-ил)-1-

оксоизоиндолов, такие как описанные в патентах США № 6281230; 6316471; 6335349; и 6476052 и меж-

дународной заявке на патент № PCT/US97/13375 (международная публикация WO 98/03502), каждый из 

которых включается в настоящее изобретение посредством ссылки. Соединения, представляющие дан-

ный класс, имеют формулы: 

 
где R

1
 представляет собой водород или метил. 

В отдельном варианте осуществления изобретение охватывает использование энантиомерно чистых 

форм (например, оптически чистых (R) или (S) зеркальных изомеров) этих соединений. 

Тем не менее другие конкретные иммуномодулирующие соединения принадлежат к классу изоин-

дол-имидов, раскрытых в заявке на патент США № 10/032286 и 09/972487 и международной заявке  

№ PCT/US01/50401 (международная публикация WO 02/059106), каждая из которых включена в настоя-

щее изобретение посредством ссылки. В одном представительном варианте осуществления указанное 

иммуномодулирующее соединение представляет собой соединение, имеющее структуру 

 
где один из X и Y представляет собой С=О и другой представляет собой CH2 или С=О; 

R
1
 представляет собой Н, (C1-C8)алкил, (С3-С7)циклоалкил, (С2-С8)алкенил, (С2-С8)алкинил, бензил, 

арил, (С0-С4)алкил(C1-С6)гетероциклоалкил, (С0-С4)алкил(С2-С5)гетероарил, C(O)R
3
, C(S)R

3
, С(О)OR

4
, 

(C1-C8)алкил-N(R
6
)2, (C1-C8)алкил-OR

5
, (C1-С8)алкил-С(O)OR

5
, C(O)NHR

3
, C(S)NHR

3
, C(O)NR

3
R

3
', 

C(S)NR
3
R

3
' или (C1-C8)алкил-O(CO)R

5
; 

R
2
 представляет собой H, F, бензил, (C1-C8)алкил, (С2-C8)алкенил или (C2-C8) алкинил; 

R
3
 и R

3
' независимо представляют собой (C1-C8)алкил, (С3-С7)циклоалкил, (С2-С8)алкенил,  

(С2-С8)алкинил, бензил, арил, (Со-С4)алкил(C1-С6)гетероциклоалкил, (С0-С4)алкил(С2-С5)гетероарил,  
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(С0-С8)алкил-N(R
6
)2, (C1-C8)алкил-OR

5
, (C1-C8)алкил-С(О)OR

5
, (C1-С8)алкил-O(CO)R

5
 или С (О)OR

5
; 

R
4
 представляет собой (C1-C8)алкил, (С2-С8)алкенил, (С2-С8)алкинил, (C1-C4)алкил-OR

5
, бензил, 

арил, (С0-С4)алкил- (C1-C6)гетероциклоалкил или (С0-С4)алкил(С2-С5)гетероарил; 

R
5
 представляет собой (C1-C8)алкил, (С2-С8)алкенил, (С2-С8)алкинил, бензил, арил или  

(С2-С5)гетероарил; 

каждый из R
6
 независимо представляет собой Н, (C1-C8)алкил, (С2-С8)алкенил, (С2-С8)алкинил, бен-

зил, арил, (С2-С5)гетероарил или (С0-С8)алкил-С(О)O-R
5
 или группы R

6
 могут соединяться с формирова-

нием гетероциклоалкильной группы; 

n равно 0 или 1; 

* представляет хирально-углеродистый центр; 

или фармацевтически приемлемую соль, гидрат, сольват, клатрат, зеркальный изомер, диастереои-

зомер, рацемат или смесь стереоизомеров указанного. 

В конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, когда n равно 0,  

то R
1
 представляет собой (С3-С7)циклоалкил, (С2-С8)алкенил, (С2-С8)алкинил, бензил, арил,  

(С0-С4)алкил(C1-С6)гетероциклоалкил, (С0-С4)алкил(С2-С5)гетероарил, C(O)R
3
, С(О)OR

4
, (C1-C8)алкил-

N(R
6
)2, (C1-C8)алкил-OR

5
, (C1-C8)алкил-C(O)OR

5
, C(S)NHR

3
 или (C1-C8)алкил-O(СО)R

5
; 

R
2
 представляет собой Н или (C1-C8)алкил; 

R
3
 представляет собой (C1-C8)алкил, (С3-С7)циклоалкил, (С2-С8)алкенил, (С2-С8)алкинил, бензил, 

арил, (С0-С4)алкил(C1-С6)гетероциклоалкил, (С0-С4)алкил(С2-С5)гетероарил, (С5-С8)алкил-N(R
6
)2,  

(С0-С8)алкил-NH-C(О)O-R
5
; (C1-C8)алкил-OR

5
, (C1-C8)алкил-C(O)OR

5
, (C1-C8)алкил-O(CO)R

5
 или 

С(O)OR
5
 и другие переменные имеют те же самые определения. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, R
2
 представляет собой 

Н или (C1-C4)алкил. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, R
1
 представляет собой 

(C1-C8)алкил или бензил. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, R
1
 представляет собой 

Н, (C1-C8)алкил, бензил, CH2OCH3, CH2CH2OCH3 или . 

В другом варианте осуществления соединений, имеющих приведенную выше формулу, R
1
 пред-

ставляет собой 

 
где Q представляет собой О или С и каждое из обозначений R

7 
независимо представляет собой Н, 

(C1-C8)алкил, бензил, CH2OCH3 или CH2CH2OCH3. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, R
1
 представляет собой 

C(O)R
3
. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, R
3
 представляет собой 

(С0-С4)алкил(С2-С5)гетероарил, (C1-C8)алкил, арил или (С0-С4)алкил-OR
5
. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, гетероарил представля-

ет собой пиридил, фурил или тиенил. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, R
1
 представляет собой 

С (О)OR
4
. 

В других конкретных соединениях, имеющих приведенную выше формулу, HC(O)NHC(O) может 

быть заменен на (C1-C4)алкил, арил или бензил. 

В другом варианте осуществления указанное иммуномодулирующее соединение представляет со-

бой соединение, имеющее структуру 

 
где один из X и Y представляет собой С=O и другой представляет собой CH2 или С=O; 

R представляет собой Н или CH2OCOR'; 

(i) каждый из R
1
, R

2
, R

3
 или R

4
, независимо от других, представляет собой гало, алкил из 1-4 атомов 

углерода или алкокси из 1-4 атомов углерода или 

(ii) один из R
1
, R

2
, R

3
 или R

4 
представляет собой нитро или -NHR

5
, и остальные из R

1
, R

2
, R

3
 или R

4
 

представляют собой водород; 

R
5
 представляет собой водород или алкил с 1-8 углеродами; 

R
6
 представляет собой водород, алкил с 1-8 атомами углерода, бензо, хлоро или фторо; 

R' представляет собой R
7
-CHR

10
-N (R

8
R

9
); 

R
7
 представляет собой m-фенилен или р-фенилен или - (CnH2n), где n имеет значение от 0 до 4; 
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каждый из R
8
 и R

9
, взятые независимо друг от друга, представляет собой водород или алкил с 1-8 

атомами углерода или R
8
 и R

9
, взятые вместе, представляют собой тетраметилен, циклопентан, циклогек-

сан или -CH2CH2X1CH2CH2-, где X1 представляет собой -O-, -S- или -NH-; 

R
10

 представляет собой водород, алкил с 8 атомами углерода или фенил; 

* представляет хирально-углеродистый центр; 

или фармацевтически приемлемую соль, гидрат, сольват, клатрат, зеркальный изомер, диастереои-

зомер, рацемат или смесь стереоизомеров указанного. 

В конкретном варианте осуществления расширение гематопоэтических клеток выполняют в IMDM, 

дополненной 20% BITS (бычий сывороточный альбумин, рекомбинантный человеческий инсулин и 

трансферрин), SCF, лигандом Flt-3, IL-3 и 4-(амино)-2-(2,6-диоксо(3-пиперидил))изоиндолин-1,3-дионом 

(10 мкМ 0,05% DMSO). В более конкретном варианте осуществления около 5×10
7 

гематопоэтических 

клеток, например клеток CD34
+
, расширяются в среде до количества от около 5×10

10
  до около  

5×10
12

 клеток, которые ресуспендируют в 100 мл IMDM, с тем чтобы продуцировать популяцию расши-

ренных гематопоэтических клеток. Популяция расширенных гематопоэтических клеток предпочтительно 

хранится замороженной в целях облегчения пересылки. 

В различных конкретных вариантах осуществления по меньшей мере 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 

90, 95, 97, 98 или 99% гематопоэтических клеток дифференцируются в клетки NK. 

В определенных вариантах осуществления процесс расширения и дифференцирования гематопо-

этических клеток, в соответствии с описанным в настоящем раскрытии, включает в себя поддержание 

популяции клеток, содержащей указанные гематопоэтические клетки в количестве между около 2×10
4
 и 

около 2×10
5
 клеток/мл во время расширения и дифференцирования. В определенных других вариантах 

осуществления процесс расширения и дифференцирования гематопоэтических клеток, в соответствии с 

описанным в настоящем раскрытии, включает в себя поддержание популяции клеток, содержащей ука-

занные гематопоэтические клетки в количестве не более чем около 1×10
5 
клеток/мл. 

Время для расширения и дифференцирования гематопоэтических клеток в NK-клетки может со-

ставлять, например, от около 3 до около 120 дней. В одном из вариантов осуществления время диффе-

ренцирования составляет от около 7 до около 75 дней. В другом варианте осуществления время диффе-

ренцирования составляет от около 14 до около 50 дней. В конкретном варианте осуществления время 

дифференцирования составляет от около 21 до около 28 дней. 

5.2.7.2. Второй этап. 

Гематопоэтические клетки, например стволовые клетки или клетки-предшественники, и естествен-

ные клетки-киллеры, полученные на первом этапе, далее расширяются и дифференцируются на втором 

этапе, например, без использования питающего слоя или в присутствии питающих клеток. Культивиро-

вание клеток в соответствии с описанным в настоящем изобретении приводит к непрерывному расшире-

нию, дифференцированию, а также созреванию NK-клеток с первого этапа. Во втором этапе NK-клетки 

расширяются, дифференцируются и созревают непрерывным образом во второй культуральной среде, 

например, содержащей другие цитокины и/или биоактивные молекулы по сравнению с указанной первой 

средой. В определенных вариантах осуществления вторая культуральная среда представляет собой не 

содержащую животных компонентов среду. Типовые не содержащие животных компонентов клеточные 

культуральные среды описываются в раскрытии. 

Таким образом, в одном из аспектов в настоящем изобретении описан процесс продуцирования ак-

тивированных NK-клеток, включающий в себя расширение NK-клеток с первого этапа, описанного вы-

ше, во второй среде в присутствии питающих клеток и в контакте с интерлейкином-2 (IL-2). В конкрет-

ных вариантах осуществления указанная вторая среда содержит питательную среду роста клеток, содер-

жащую IL-2, например от 10 до 1000 межд.ед./мл, и одно или более из следующего: человеческая сыво-

ротка (например, человеческая сыворотка АВ), эмбриональная бычья сыворотка (FBS) или эмбриональ-

ная сыворотка теленка (FCS), например, 5-15% FCS об./об.; трансферрин, например, от 10 до 50 мкг/мл; 

инсулин, например, от 5 до 20 мкг/мл; этаноламин, например, от 5×10
-4

 до 5×10
-5

 М; олеиновая кислота, 

например, от 0,1 до 5 мкг/мл; линолевая кислота, например, от 0,1 до 5 мкг/мл; пальмитиновая кислота, 

например, от 0,05 до 2 мкг/мл; бычий сывороточный альбумин (BSA), например, от 1 до 5 мкг/мл и/или 

фитогемагглютинин, например, от 0,01 до 1 мкг/мл. В более конкретном варианте осуществления ука-

занная вторая среда содержит питательную среду роста клеток, содержащую FBS или FCS, например 

10% FCS об./об., IL-2, трансферрин, инсулин, этаноламин, олеиновую кислоту, линолевую кислоту, 

пальмитиновую кислоту, бычий сывороточный альбумин (BSA) и фитогемагглютинин. В более конкрет-

ном варианте осуществления указанная вторая среда содержит среду Дульбекко, модифицированную по 

способу Исков (IMDM), 10% FBS или FCS, 400 межд.ед. IL-2, 35 мкг/мл трансферрина, 5 мкг/мл инсули-

на, 2×10
-5

 М этаноламина, 1 мкг/мл олеиновой кислоты, 1 мкг/мл линолевой кислоты (Sigma-Aldrich),  

0,2 мкг/мл пальмитиновой кислоты (Sigma-Aldrich), 2,5 мкг/мл BSA (Sigma-Aldrich) и 0,1 мкг/мл фитоге-

магглютинина. 

В определенных вариантах осуществления вторая среда не содержит один или более из колоние-

стимулирующего фактора гранулоцитов (G-CSF), колониестимулирующего фактора гранулоци-
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тов/макрофага (GM-CSF), интерлейкина-6 (IL-6), воспалительного белка макрофагов 1a (MIP1α) или 

фактора, ингибирующего лейкемию (LIF). 

Питающие клетки, когда они используются, могут быть основаны на клетках различных типов. 

Примеры этих типов клеток включают в себя, без ограничения, фибробласты, стволовые клетки (напри-

мер, прилипающие к культуре тканей плацентарные стволовые клетки), клетки крови (например, моно-

нуклеары периферической крови (РВМС)) и раковые клетки (например, клетки хронической миелоген-

ной лейкемии (CML), такие как K562). В конкретном варианте осуществления указанное культивирова-

ние в указанной второй среде включает в себя культивирование с использованием питающих клеток, 

например клеток K562 и/или мононуклеаров периферической крови (РВМС), например, в то время, когда 

клетки запускаются в указанную вторую среду или через 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 дней после этого. В 

определенных вариантах осуществления питающие клетки, необязательно, являются клетками вида, от-

личного от вида клеток, которые они поддерживают. Например, человеческие NK-клетки могут поддер-

живаться мышиными эмбриональными фибробластами (из первичной культуры или теломеризованной 

линии). 

В определенных вариантах осуществления питающие клетки, необязательно, деактивированные по-

средством облучения (например, γ-облучения) или обработки антимитотическим средством, таким как 

митомицин С, чтобы препятствовать тому, чтобы они переросли клетки, которые они поддерживают, но 

при этом допускать возможность синтеза важных факторов, которые поддерживают NK-клетки. Напри-

мер, клетки могут быть облучены в такой дозе, чтобы ингибировать пролиферацию, но допустить воз-

можность синтеза важных факторов, которые поддерживают человеческие эмбриональные стволовые 

клетки (hES) (гамма облучение около 4000 радов). 

Культивирование NK-клеток для второго этапа может происходить в любом контейнере, совмести-

мом с культивированием и расширением клеток, например колбе, пробирке, мензурке, кювете, многолу-

ночном планшете, мешке и т.п. В конкретном варианте осуществления зависящее от питающих клеток 

культивирование NK-клеток происходит в резервуаре, например гибком газопроницаемом фторуглерод-

ном мешке для культивирования (например, производства American Fluoroseal). В конкретном варианте 

осуществления контейнер, в которой культивируются NK-клетки, является подходящим для пересылки, 

например, в такое место, как больница или военная зона, и в котором расширенные NK-клетки далее 

расширяются, дифференцируются и созревают. 

Дифференцирование клеток с этапа 1 в активированные NK-клетки может быть оценено путем де-

тектирования специфичных для NK-клеток маркеров, например, посредством проточной цитометрии. 

Специфичные для NK-клеток маркеры включают, но не ограничены указанным, CD56, CD94, CD117 и 

NKp46. Дифференцировка может также быть оценена по морфологическим характеристикам NK-клеток, 

например, большой размер, высокая активность синтеза белков в избыточном эндоплазматическом рети-

кулуме (ER) и/или с предварительно сформированными гранулами. 

Время для расширения и дифференцирования клеток с этапа 1 в активированные NK-клетки может 

составлять, например, от около 3 около до 120 дней. В одном из вариантов осуществления время диффе-

ренцирования составляет от около 7 до около 75 дней. В другом варианте осуществления время диффе-

ренцирования составляет от около 14 до около 50 дней. В конкретном варианте осуществления время 

дифференцирования составляет от около 10 до около 21 дня. 

Дифференцирование гематопоэтических клеток в NK-клетки может быть оценено путем обнаруже-

ния маркеров, например, CD56, CD94, CD117, NKG2D, DNAM-1 и NKp46, например, посредством про-

точной цитометрии. Дифференцирование может также быть оценено по морфологическим характеристи-

кам NK-клеток, например, большой размер, высокая активность синтеза белков в избыточном эндоплаз-

матическом ретикулуме (ER) и/или с предварительно сформированными гранулами. Созревание  

NK-клеток (например, активированных NK-клеток) может быть оценено путем обнаружения одного или 

более функционально соответствующих маркеров, например, CD94, CD161, NKp44, DNAM-1, 2B4, 

NKp46, CD94, KIR и семейства NKG2 активирующих рецепторов (например, NKG2D). Созревание NK-

клеток (например, активированных NK-клеток) может также быть оценено путем обнаружения конкрет-

ных маркеров в течение различных стадий развития. Например, в одном из вариантов осуществления, 

клетки pro-NK являются CD34
+
, CD45RA

+
, CD10

+
, CD117

-
 и/или CD161

-
. В другом варианте осуществле-

ния клетки pre-NK являются CD34
+
, CD45RA

+
, CD10

-
, CD117

+
 и/или CD161. В другом варианте осущест-

вления незрелые NK-клетки являются CD34
-
, CD117

+
, CD161

+
, NKp46

-
 и/или CD94/NKG2A

-
. В другом 

варианте осуществления, CD56
bright

 NK-клетки являются CD117
+
, NKp46

+
, CD94/NKG2A

+
, CD16

-
 и/или 

KIR
+/-

. В другом варианте осуществления, CD56
dim

 NK-клетки являются CD117
-
, NKp46

+
, CD94/NKG2A

+/-

, CD16
+
 и/или KIR

+
. В конкретном варианте осуществления созревание NK-клеток (например, активиро-

ванных NK-клеток) определяют по проценту NK-клеток (например, активированных NK-клеток), кото-

рые являются CD161
-
, CD94

+
 и/или NKp46

+
. В более конкретном варианте осуществления по меньшей 

мере 10, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65 или 70% зрелых NK-клеток (например, активированных NK-

клеток) являются NKp46
+
. В другом более конкретном варианте осуществления по меньшей мере 10, 20, 

25, 30, 35, 40, 45 или 50% зрелых NK-клеток (например, активированных NK-клеток) являются CD94
+
. В 



039192 

- 38 - 

другом более конкретном варианте осуществления по меньшей мере 10, 20, 25, 30, 35, 40, 45 или 50% 

зрелых NK-клеток (например, активированных NK-клеток) являются CD161
-
. 

В определенных вариантах осуществления дифференцирование гематопоэтических клеток в  

NK-клетки оценивают путем детектирования уровня экспрессии, например, CD3, CD7 или CD127, CD10, 

CD14, CD15, CD16, CD33, CD34, CD56, CD94, CD117, CD161, NKp44, NKp46, NKG2D, DNAM-1, 2B4 

или TO-PRO-3 с использованием, например, антител к одному или более из этих клеточных маркеров. 

Такие антитела могут быть конъюгированы с детектируемой меткой, например, такой как флуоресцент-

ная метка, например FITC, R-PE, PerCP, PerCP-Cy5.5, APC, APC-Cy7 или APC-H7. 

5.2.8. Способы продуцирования клеток TSPNK. 

Клетки TSPNK могут быть продуцированы из гематопоэтических клеток, которые описаны выше. В 

определенном варианте осуществления клетки TSPNK продуцируют из расширенных гематопоэтических 

клеток, например гематопоэтических стволовых клеток и/или гематопоэтических клеток-

предшественников. 

В одном из вариантов осуществления клетки TSPNK продуцируют посредством трехэтапного про-

цесса. В определенных вариантах осуществления процесс расширения и дифференцировки гематопоэти-

ческих клеток, в соответствии с описанным в настоящем раскрытии, для продуцирования популяции 

клеток-предшественников NK или популяции NK-клеток согласно трехэтапному процессу, описанному в 

настоящем раскрытии, включает в себя поддержание популяции клеток, содержащей указанные гемато-

поэтические клетки в количестве между около 2×10
4
 и около 6×10

6
 клеток/мл, например, между около 

2×10
4
 и около 2×10

5
 клеток/мл, во время расширения и дифференцировки. В определенных вариантах 

осуществления процесс расширения и дифференцировки гематопоэтических клеток, в соответствии с 

описанным в настоящем раскрытии, включает в себя поддержание популяции клеток, содержащей ука-

занные гематопоэтические клетки в количестве не более чем около 1×10
5
 клеток/мл. В определенных 

других вариантах осуществления процесс расширения и дифференцировки гематопоэтических клеток, в 

соответствии с описанным в настоящем раскрытии, включает в себя поддержание популяции клеток, 

содержащей указанные гематопоэтические клетки в количестве не более чем около 1×10
5
 клеток/мл, 

2×10
5
 клеток/мл, 3×10

5
 клеток/мл, 4×10

5
 клеток/мл, 5×10

5
 клеток/мл, 6×10

5
 клеток/мл, 7×10

5
 клеток/мл, 

8×10
5
 клеток/мл, 9×10

5
 клеток/мл, 1×10

6
 клеток/мл, 2×10

6
 клеток/мл, 3×10

6
 клеток/мл, 4×10

6
 клеток/мл, 

5×10
6
 клеток/мл, 6×10

6
 клеток/мл, 7×10

6
 клеток/мл, 8×10

6
 клеток/мл или 9×10

6
 клеток/мл. 

В определенном варианте осуществления трехэтапный процесс включает в себя первый этап  

("этап 1"), включающий в себя культивирование гематопоэтических стволовых клеток или клеток-

предшественников, например CD34
+
 стволовых клеток или клеток-предшественников, в первой среде в 

течение заданного периода времени, например, в соответствии с описанным в настоящем раскрытии. В 

определенных вариантах осуществления первая среда содержит один или более факторов, которые вы-

зывают расширение гематопоэтических клеток-предшественников, один или более факторов для ини-

циирования лимфоидного дифференцирования в пределах расширяющейся популяции гематопоэтиче-

ской клеток-предшественников и/или один или более факторов, которые имитируют стромальную пи-

тающую поддержку. В определенных вариантах осуществления первая среда содержит один или более 

цитокинов (например, Flt3L, TPO, SCF). В определенных вариантах осуществления первая среда содер-

жит IL-7. В определенных вариантах осуществления первая среда содержит суб-нг/мл концентрации G-

CSF, IL-6 и/или GM-CSF. В конкретном варианте осуществления первая среда содержит цитокины Flt3L, 

TPO и SCF, IL-7 и суб-нг/мл концентрации G-CSF, IL-6 и GM-CSF. В конкретных вариантах осуществ-

ления в первой среде CD34
+
 клетки подвергаются расширению в линиеспецифические клетки-

предшественники, которые затем становятся CD34
-
. В определенных вариантах осуществления это рас-

ширение происходит быстро. В определенных вариантах осуществления клетки CD34
-
 составляют более 

чем 50%, более чем 55%, более чем 60%, более чем 65%, более чем 70%, более чем 75%, более чем 80% 

или более от общей численности популяции в конце этапа 1. В более конкретном варианте осуществле-

ния, клетки CD34
-
 составляют более чем 80% общей численности популяции в конце этапа 1. 

В определенных вариантах осуществления далее на "этапе 2" указанные клетки культивируют во 

второй среде в течение заданного периода времени, например, в соответствии с описанным в настоящем 

раскрытии. В определенных вариантах осуществления вторая среда содержит факторы, которые могут 

способствовать дальнейшему расширению лимфоидных клеток-предшественников, факторы, которые 

могут внести вклад в развитие клеточной линии NK, и/или факторы, которые имитируют стромальную 

питающую поддержку. В определенных вариантах осуществления вторая среда содержит один или более 

цитокинов (например, Flt3L, SCF, IL-15 и/или IL-7). В определенных вариантах осуществления вторая 

среда содержит IL-17 и/или IL-15. В определенных вариантах осуществления вторая среда содержит суб-

нг/мл концентрации G-CSF, IL-6 и/или GM-CSF. В конкретном варианте осуществления вторая среда 

содержит цитокины Flt3L, SCF, IL-15 и IL-7, IL-17 и IL-15 и суб-нг/мл концентрации G-CSF, IL-6 и  

GM-CSF. 

В определенных вариантах осуществления далее на "этапе 3" указанные клетки культивируют в 

третьей среде в течение заданного периода времени, например, в соответствии с описанным в настоящем 
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раскрытии. В определенных вариантах осуществления третья среда содержит факторы, которые вызы-

вают дифференцировку и функциональную активацию клеток CD56
+
CD3

-
CD16

-
, которые могут являться 

клетками-предшественниками NK. В одном из вариантов осуществления такие факторы включают в себя 

IL2 и IL12 и IL18, IL12 и IL15, IL12 и IL18, IL2 и IL12 и IL15 и IL18 или IL2 и IL15 и IL18. В определен-

ных вариантах осуществления третья среда содержит факторы, которые имитируют стромальную пи-

тающую поддержку. В определенных вариантах осуществления третья среда содержит один или более 

цитокинов (например, SCF, IL-15, IL-7, IL-2). В определенных вариантах осуществления третья среда 

содержит суб-нг/мл концентрации G-CSF, IL-6 и/или GM-CSF. В конкретном варианте осуществления 

третья среда содержит цитокины SCF, IL-15, IL-7, IL-2 и суб-нг/мл концентрации G-CSF, IL-6 и GM-CSF. 

В конкретных вариантах осуществления трехэтапный процесс применяют для продуцирования по-

пуляций NK-клеток (например, зрелых клеток NK). В конкретных вариантах осуществления трехэтап-

ный процесс применяют для продуцирования популяций клеток-предшественников NK. В определенных 

вариантах осуществления трехэтапный процесс проводят в отсутствие клеток стромальной питающей 

поддержки. В определенных вариантах осуществления трехэтапный процесс проводят в отсутствие до-

бавленных экзогенным образом стероидов (например, кортизон, гидрокортизон или их производные). 

В определенных вариантах осуществления первая среда, используемая в трехэтапных процессах, 

описанных в настоящем раскрытии, может содержать любой из компонентов первой или второй среды, 

описанных в разделе 5.2.4 в отношении двухэтапного способа. В определенных вариантах осуществле-

ния указанная первая среда, используемая в трехступенчатом процессе, включает питательную среду, 

содержащую одно или более из следующего: животная сыворотка, например человеческая сыворотка 

(например, человеческая сыворотка АВ), эмбриональная бычья сыворотка (FBS) или эмбриональная сы-

воротка теленка (FCS), например, от 1 до 20% об./об. сыворотки, например от 5 до 20% об./об. сыворот-

ки; фактор стволовых клеток (SCF), например, от 1 до 50 нг/мл SCF; лиганд FMS-подобной тирозинкина-

зы 3 (лиганд Flt-3), например, от 1 до 30 нг/мл лиганда Flt-3; интерлейкин-7 (IL-7), например, от 1 до  

50 нг/мл IL-7; тромбопоэтин (ТРО), например, от 1 до 100 нг/мл, например от 1 до 50 нг/мл ТРО; интер-

лейкин-2 (IL- 2), например, до 2000 межд.ед./мл, например от 50 до 500 межд.ед./мл; и/или гепарин, на-

пример легковесный гепарин (LWH), например, от 0,1 до 10 межд.ед./мл гепарина. В определенных ва-

риантах осуществления указанная первая среда дополнительно содержит одно или более из следующего: 

антибиотики, такие как гентамицин; антиоксиданты, такие как трансферрин, инсулин и/или бета-

меркаптоэтанол; селенистокислый натрий; аскорбиновая кислота; этаноламин и глютатион. В опреде-

ленных вариантах осуществления указанная первая среда дополнительно содержит ОАС. В определен-

ных вариантах осуществления указанная первая среда дополнительно содержит интерлейкин-6 (IL-6), 

фактор, ингибирующий лейкемию (LIF), G-CSF, GM-CSF и/или MIP-1α. В определенных вариантах 

осуществления указанная первая среда дополнительно содержит один или более антиоксидантов, напри-

мер голо-трансферрин, раствор инсулина, восстановленный глутатион, селенистокислый натрий, этано-

ламин, аскорбиновую кислоту, b-меркаптоэтанол, О-ацетил-L-карнитин, N-ацетилцистеин, (
+
/-) липое-

вую кислоту, никотинамид или резвератрол. В определенных вариантах осуществления среда, которая 

обеспечивает основу для первой среды, является культуральной средой клеток/тканей, известной спе-

циалистам в данной области техники, например, коммерчески доступной культуральной средой кле-

ток/тканей, такой как GBGM, AIM-V, X-VIVO 10, X-VIVO 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, 

CELLGRO COMPLETE, DMEM: Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или DMEM с высо-

ким содержанием глюкозы или низким содержанием глюкозы), улучшенная DMEM (Gibco), EL08-1D2, 

Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640; или средой, которая содержит компоненты, обычно вклю-

чаемые в известные культуральные среды клеток/тканей, такие как компоненты, включенные в GBGM, 

AIM-V, X-VIVOTM 10, X-VIVOTM 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, CELLGRO COMPLETETM, 

DMEM:Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы 

или низким содержанием глюкозы), улучшенную DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM 

и/или RPMI-1640. В конкретном варианте осуществления любого из вариантов осуществления в настоя-

щем изобретении среда не является GBGM. 

В определенных вариантах осуществления вторая среда, используемая в трехэтапных процессах, 

описанных в настоящем раскрытии, может содержать любой из компонентов первой или второй среды, 

описанных в разделе 5.2.4 в отношении двухэтапного способа. В определенных вариантах осуществле-

ния указанная вторая среда, используемая в трехступенчатом процессе, включает питательную среду, 

содержащую одно или более из следующего: животная сыворотка, например человеческая сыворотка 

(например, человеческая сыворотка АВ), FBS или FCS, например, от 5 до 20% об./об. сыворотки; SCF, 

например, от 1 до 50 нг/мл SCF; лиганд Flt-3, например, от 1 до 30 нг/мл лиганда Flt-3; IL-7, например, от 

1 до 50 нг/мл IL-7; интерлейкин-15 (IL-15), например, от 1 до 50 нг/мл IL-15 и/или гепарин, например 

LWH, например, от 0,1 до 10 межд.ед./мл гепарина. В определенных вариантах осуществления указанная 

вторая среда дополнительно содержит один или более следующего: антибиотики, такие как гентамицин; 

антиоксиданты, такие как трансферрин, инсулин и/или бета-меркаптоэтанол; селенистокислый натрий; 

аскорбиновая кислота; этаноламин; и глютатион. В определенных вариантах осуществления указанная 
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вторая среда дополнительно содержит ОАС. В определенных вариантах осуществления указанная вторая 

среда дополнительно содержит интерлейкин-6 (IL-6), фактор, ингибирующий лейкемию (LIF),  

G-CSF, GM-CSF и/или MIP-1α. В определенных вариантах осуществления указанная вторая среда до-

полнительно содержит один или более антиоксидантов, например голо-трансферрин, раствор инсулина, 

восстановленный глутатион, селенистокислый натрий, этаноламин, аскорбиновую кислоту,  

b-меркаптоэтанол, О-ацетил-L-карнитин, N-ацетилцистеин, (
+
/-) липоевую кислоту, никотинамид или 

резвератрол. В определенных вариантах осуществления среда, которая обеспечивает основу для второй 

среды, является культуральной средой клеток/тканей, известной специалистам в данной области техни-

ки, например коммерчески доступной культуральной средой клеток/тканей, такой как GBGM,  

AIM-V, X-VIVO 10, X-VIVO 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, CELLGRO COMPLETE, 

DMEM: Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы 

или низким содержанием глюкозы), улучшенная DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM 

и/или RPMI-1640; или средой, которая содержит компоненты, обычно включаемые в известные культу-

ральные среды клеток/тканей, такие как компоненты, включенные в GBGM, AIM-V, X-VIVOTM 10, 

X-VIVOTM 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, CELLGRO COMPLETETM, DMEM:Ham's F12 ("F12") 

(например, в соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы или низким содержанием 

глюкозы), улучшенную DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640. В кон-

кретном варианте осуществления любого из вариантов осуществления в настоящем изобретении среда не 

является GBGM. 

В определенных вариантах осуществления третья среда, используемая в трехэтапных процессах, 

описанных в настоящем раскрытии, может содержать любой из компонентов первой или второй культу-

ральной среды, описанных в разделе 5.2.4 в отношении двухэтапного способа. В определенных вариан-

тах осуществления указанная третья среда, используемая в трехэтапном процессе, включает питательную 

среду, содержащую одно или более из следующего: животная сыворотка, например, человеческая сыво-

ротка (например, человеческая сыворотка АВ), FBS или FCS, например, от 5 до 20% об./об. сыворотки; 

SCF, например, от 1 до 50 нг/мл SCF; лиганд Flt-3, например, от 1 до 30 нг/мл лиганда Flt-3; IL-7, напри-

мер, от 1 до 50 нг/мл IL-7; IL-15, например, от 1 до 50 нг/мл IL-15 и интерлейкин-2 (IL-2), например, в 

диапазоне от 0 до 2000 межд.ед./мл, например от 50 до 1000 межд.ед./мл IL-2. В определенных вариантах 

осуществления указанная третья среда дополнительно содержит один или более следующего: антибио-

тики, такие как гентамицин; антиоксиданты, такие как трансферрин инсулин и/или бета-меркаптоэтанол; 

селенистокислый натрий; аскорбиновая кислота; этаноламин и глютатион. В определенных вариантах 

осуществления указанная третья среда дополнительно содержит ОАС. В определенных вариантах осу-

ществления указанная вторая среда дополнительно содержит один или более следующего: антибиотики, 

такие как гентамицин; антиоксиданты, такие как трансферрин, инсулин и/или бета-меркаптоэтанол; се-

ленистокислый натрий; аскорбиновая кислота; этаноламин и глютатион. В определенных вариантах 

осуществления указанная вторая среда дополнительно содержит ОАС. В определенных вариантах осу-

ществления указанная третья среда дополнительно содержит интерлейкин-6 (IL-6), фактор, ингибирую-

щий лейкемию (LIF), G-CSF, GM-CSF и/или MIP-1α. В определенных вариантах осуществления указан-

ная третья среда дополнительно содержит один или более антиоксидантов, например, голо-трансферрин, 

раствор инсулина, восстановленный глутатион, селенистокислый натрий, этаноламин, аскорбиновую 

кислоту, b-меркаптоэтанол, О-ацетил-L-карнитин, N-ацетилцистеин, (
+
/-) липоевую кислоту, никотина-

мид или резвератрол. В определенных вариантах осуществления среда, которая обеспечивает основу для 

третьей среды, является культуральной средой клеток/тканей, известной специалистам в данной области 

техники, например, коммерчески доступной культуральной средой клеток/тканей, такой как GBGM, 

AIM-V, X-VIVO 10, X-VIVO 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, CELLGRO COMPLETE, 

DMEM: Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы 

или низким содержанием глюкозы), улучшенная DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM 

и/или RPMI-1640; или средой, которая содержит компоненты, обычно включаемые в известные культу-

ральные среды клеток/тканей, такие как компоненты, включенные в GBGM, AIM-V, X-VIVOTM 10, 

X-VIVOTM 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, CELLGRO COMPLETETM, DMEM:Ham's F12 ("F12") 

(например, в соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы или низким содержанием 

глюкозы), улучшенную DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640. В кон-

кретном варианте осуществления любого из вариантов осуществления в настоящем изобретении среда не 

является GBGM. 

В определенных вариантах осуществления в трехэтапных процессах, описанных в настоящем рас-

крытии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в 

указанной первой среде в течение 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 дней до 

указанного культивирования в указанной второй среде. В определенных вариантах осуществления клет-

ки, культивированные в указанной первой среде, культивируют в указанной второй среде в течение 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 дней до указанного культивирования в указан-

ной третьей среде. В определенных вариантах осуществления клетки, культивированные в указанной 
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первой среде и указанной второй среде, культивируют в указанной третьей среде в течение 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 дней или более. 

В определенных вариантах осуществления, в трехэтапных процессах, описанных в настоящем рас-

крытии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в 

указанной первой среде в течение 2-12 дней, 3-11 дней, например 3-5, 4-6, 5-7, 6-8, 7-9, 8-10 или  

9-11 дней, до указанного культивирования в указанной второй среде. В определенных вариантах осуще-

ствления клетки, культивируемые в указанной первой среде, культивируют в указанной второй среде в 

течение 1-10 дней, например 1-3, 2-4, 3-5, 4-6, 5-7, 6-8 или 7-9 дней, до указанного культивирования в 

указанной третьей среде. В определенных вариантах осуществления, клетки, культивируемые в указан-

ной первой среде и указанной второй среде, культивируют в указанной третьей среде в течение 2-27 

дней, например 3-25 дней, например в течение 3-5, 4-6, 5-7, 6-8, 7-9, 8-10, 9-11, 10-12, 11-13, 12-14, 13-15, 

14-16, 15-17, 16-18, 17-19, 18-20, 19-21, 20-22, 21-23, 22-24 или 23-25 дней. 

В конкретном варианте осуществления в трехэтапных процессах, описанных в настоящем раскры-

тии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в ука-

занной первой среде в течение 9 дней до указанного культивирования в указанной второй среде; культи-

вируют в указанной второй среде в течение 5 дней до указанного культивирования в указанной третьей 

среде; и культивируют в указанной третьей среде в течение 7 дней, т.е. клетки культивируют в общей 

сложности 21 день. 

В конкретном варианте осуществления в трехэтапных процессах, описанных в настоящем раскры-

тии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в ука-

занной первой среде в течение 7-9 дней до указанного культивирования в указанной второй среде; куль-

тивируют в указанной второй среде в течение 5-7 дней до указанного культивирования в указанной тре-

тьей среде; и культивируют в указанной третьей среде в течение 21-35 дней, т.е. клетки культивируют в 

общей сложности 35 дней. В более конкретном варианте осуществления в трехэтапных процессах, опи-

санных в настоящем раскрытии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники культивируют в указанной первой среде в течение 9 дней до указанного культивиро-

вания в указанной второй среде; культивируют в указанной второй среде в течение 5 дней до указанного 

культивирования в указанной третьей среде; и культивируют в указанной третьей среде в течение 21 дня, 

т.е. клетки культивируют в общей сложности 35 дней. 

5.2.9. Способы трехэтапного продуцирования NK-клеток. 

Продуцирование NK-клеток и популяций NK-клеток посредством трехэтапного способа включает в 

себя расширение популяции гематопоэтических клеток. Во время расширения клеток множество гемато-

поэтических клеток в пределах популяции гематопоэтических клеток дифференцируется в NK-клетки. В 

одном из аспектов в настоящем изобретении представлен способ продуцирования NK-клеток, включаю-

щий в себя культивирование гематопоэтических стволовых клеток или клеток-предшественников, на-

пример CD34
+
 стволовых клеток или клеток-предшественников, в первой среде, содержащей средство 

активации стволовых клеток и тромбопоэтин (Tpo), с тем чтобы продуцировать первую популяцию кле-

ток, далее культивирование указанной первой популяции клеток во второй среде, содержащей средство 

активации стволовых клеток и интерлейкин-15 (IL-15) и не содержащей Tpo, с тем чтобы продуцировать 

вторую популяцию клеток, и далее культивирование указанной второй популяции клеток в третьей сре-

де, содержащей IL-2 и IL-15 и не содержащей средство активации стволовых клеток и LMWH, с тем что-

бы продуцировать третью популяция клеток, при этом третья популяция клеток содержит естественные 

клетки-киллеры, которые являются CD56
+
, CD3

-
, и при этом по меньшей мере 70%, например 80%, есте-

ственных клеток-киллеров являются жизнеспособными в определенных вариантах осуществления, и та-

кие естественные клетки-киллеры содержат естественные клетки-киллеры, которые являются CD16
-
. В 

определенных вариантах осуществления такие естественные клетки-киллеры содержат естественные 

клетки-киллеры, которые являются CD94-. 

В одном из вариантов осуществления в настоящем изобретении представлен трехэтапный способ 

продуцирования популяций NK-клеток. В определенных вариантах осуществления в настоящем изобре-

тении способ расширения и дифференцировки гематопоэтических клеток, в соответствии с описанным в 

настоящем раскрытии, для продуцирования популяции NK-клеток согласно трехэтапному способу, опи-

санному в настоящем раскрытии, включает в себя поддержание популяции клеток, содержащей указан-

ные гематопоэтические клетки в количестве между около 2×10
4
 и около 6×10

6
 клеток/мл. В определен-

ных аспектах указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники первона-

чально инокулируются в указанной первой среде в количестве от 1×10
4
 до 1×10

5
 клеток/мл. В конкрет-

ном аспекте указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники первоначаль-

но инокулируются в указанной первой среде в количестве около 3×10
4
 клеток/мл. 

В определенных вариантах осуществления указанные стволовые гематопоэтические клетки или 

клетки-предшественники являются клетками млекопитающих. В конкретных вариантах осуществления 

указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники являются клетками чело-

века. В конкретных вариантах осуществления указанные стволовые гематопоэтические клетки или клет-
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ки-предшественники являются клетками примата. В конкретных вариантах осуществления указанные 

стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники являются клетками собаки. В кон-

кретных вариантах осуществления указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники представляет собой клетки грызунов. 

В определенных аспектах указанная первая популяция клеток первоначально инокулируется в ука-

занную вторую среду в количестве от 5×10
4
 до 5×10

5
 клеток/мл. В конкретном аспекте указанная первая 

популяция клеток первоначально инокулируется в указанную вторую среду в количестве около  

1×10
5
 клеток/мл. 

В определенных аспектах указанная вторая популяция клеток первоначально инокулируется в ука-

занную третью среду в количестве от 1×10
5
 до 5×10

6
 клеток/мл. В определенных аспектах указанная вто-

рая популяция клеток первоначально инокулируется в указанную третью среду в количестве от 1×10
5
 до 

1×10
6
 клеток/мл. В конкретном аспекте указанная вторая популяция клеток первоначально инокулирует-

ся в указанную третью среду в количестве около 5×10
5
 клеток/мл. В более конкретном аспекте указанная 

вторая популяция клеток первоначально инокулируется в указанную третью среду в количестве около 

5×10
5
 клеток/мл в центрифужной пробирке. В конкретном аспекте указанная вторая популяция клеток 

первоначально инокулируется в указанную третью среду в количестве около 3×10
5
 клеток/мл. В более 

конкретном аспекте указанная вторая популяция клеток первоначально инокулируется в указанную тре-

тью среду в количестве около 3×10
5 
клеток/мл в статической культуре. 

В определенном варианте осуществления трехэтапный способ включает в себя первый этап ("этап 

1"), включающий в себя культивирование гематопоэтических стволовых клеток или клеток-

предшественников, например CD34
+
 стволовых клеток или клеток-предшественников, в первой среде в 

течение заданного периода времени, например, в соответствии с описанным в настоящем раскрытии, для 

продуцирования первой популяции клеток. В определенных вариантах осуществления первая среда со-

держит средство активации стволовых клеток и тромбопоэтин (Tpo). В определенных вариантах осуще-

ствления первая среда содержит, в дополнение к средству активации стволовых клеток и Tpo, один или 

более из LMWH, Flt-3L, SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и GM-CSF. В конкретном варианте осуществления первая 

среда содержит, в дополнение к активации стволовых клеток и Tpo, каждый из LMWH, Flt-3L, SCF, IL-6, 

IL-7, G-CSF и GM-CSF. 

В определенных вариантах осуществления, далее, на "этапе 2" указанные клетки культивируют во 

второй среде в течение заданного периода времени, например, в соответствии с описанным в настоящем 

раскрытии, для продуцирования второй популяции клеток. В определенных вариантах осуществления 

вторая среда содержит средство активации стволовых клеток и интерлейкин-15 (IL-15) и не содержит 

Tpo. В определенных вариантах осуществления вторая среда содержит, в дополнение к средству актива-

ции стволовых клеток и IL-15, один или более из LMWH, Flt-3, SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и GM-CSF. В оп-

ределенных вариантах осуществления вторая среда содержит, в дополнение к средству активации ство-

ловых клеток и IL-15, каждый из LMWH, Flt-3, SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и GM-CSF. 

В определенных вариантах осуществления, далее, на "этапе 3" указанные клетки культивируют в 

третьей среде в течение заданного периода времени, например, в соответствии с описанным в настоящем 

раскрытии, для продуцирования третьей популяции клеток, например, NK-клеток. В определенных вари-

антах осуществления третья среда содержит IL-2 и IL-15, и не содержит средство активации стволовых 

клеток и LMWH. В определенных вариантах осуществления третья среда содержит, в дополнение к IL-2 

и IL-15, один или более SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и GM-CSF. В определенных вариантах осуществления 

третья среда содержит, в дополнение к IL-2 и IL-15, каждый из SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и GM-CSF. 

В конкретном варианте осуществления трехэтапный способ применяют для продуцирования попу-

ляции NK-клеток. В определенных вариантах осуществления трехэтапный способ выполняют в отсутст-

вие поддержки стромальными питающими клетками. В определенных вариантах осуществления трех-

этапный способ выполняют в отсутствие экзогенным образом добавленных стероидов (например, корти-

зона, гидрокортизона или их производных). 

В определенных аспектах указанная первая среда, используемая в трехэтапном способе, содержит 

средство активации стволовых клеток и тромбопоэтин (Tpo). В определенных аспектах первая среда, 

используемая в трехэтапном способе, содержит, в дополнение к средству активации стволовых клеток и 

Tpo, один или более из низкомолекулярного гепарина (LMWH), лиганда Flt-3 (Flt-3L), фактора стволо-

вых клеток (SCF), IL-6, IL-7, колониестимулирующего фактора гранулоцитов (G-CSF) или колониести-

мулирующего фактора гранулоцитов/макрофага. В определенных аспектах первая среда, используемая в 

трехэтапном способе, содержит, в дополнение к средству активации стволовых клеток и Tpo, каждый из 

LMWH, Flt-3L, SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и GM-CSF. В определенных аспектах указанный Tpo присутствует 

в первой среде в концентрации от 1 до 100 нг/мл, от 1 до 50 нг/мл, от 20 до 30 нг/мл или около 25 нг/мл. 

В определенных аспектах в первой среде LMWH присутствует в концентрации от 1 до 10 ед/мл;  

Flt-3L присутствует в концентрации от 1 до 50 нг/мл; SCF присутствует в концентрации от 1 до 50 нг/мл; 

IL-6 присутствует в концентрации от 0,01 до 0,1 нг/мл; IL-7 присутствует в концентрации от 1 до  

50 нг/мл; G-CSF присутствует в концентрации от 0,01 до 0,50 нг/мл; и GM-CSF присутствует в концен-
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трации от 0,005 до 0,1 нг/мл. В определенных аспектах в первой среде, LMWH присутствует в концен-

трации от 4 до 5 ед/мл; Flt-3L присутствует в концентрации от 20 до 30 нг/мл; SCF присутствует в кон-

центрации от 20 до 30 нг/мл; IL-6 присутствует в концентрации от 0,04 до 0,06 нг/мл; IL-7 присутствует в 

концентрации от 20 до 30 нг/мл; G-CSF присутствует в концентрации от 0,20 до 0,30 нг/мл; и GM-CSF 

присутствует в концентрации от 0,005 до 0,5 нг/мл. В определенных аспектах в первой среде LMWH 

присутствует в концентрации около 4,5 ед/мл; Flt-3L присутствует в концентрации около 25 нг/мл; SCF 

присутствует в концентрации около 27 нг/мл; IL-6 присутствует в концентрации около 0,05 нг/мл; IL-7 

присутствует в концентрации около 25 нг/мл; G-CSF присутствует в концентрации около 25 нг/мл; и 

GM-CSF присутствует в концентрации около 0,01 нг/мл. В определенных вариантах осуществления ука-

занная первая среда дополнительно содержит одно или более из следующего: антибиотики, такие как 

гентамицин; антиоксиданты, такие как трансферрин, инсулин и/или бета-меркаптоэтанол; селенистокис-

лый натрий; аскорбиновая кислота; этаноламин; и глютатион. В определенных вариантах осуществления 

среда, которая обеспечивает основу для первой среды, является культуральной средой клеток/тканей, 

известной специалистам в данной области техники, например, коммерчески доступной культуральной 

средой клеток/тканей, такой как GBGM, AIM-V, X-VIVO 10, X-VIVO 15, OPTMIZER, STEM-

SPAN H3000, CELLGRO COMPLETE, DMEM: Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или 

DMEM с высоким содержанием глюкозы или низким содержанием глюкозы), улучшенная DMEM 

(Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640; или средой, которая содержит компо-

ненты, обычно включаемые в известные культуральные среды клеток/тканей, такие как компоненты, 

включенные в GBGM, AIM-V, X-VIVOTM 10, X-VIVOTM 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, 

CELLGRO COMPLETETM, DMEM:Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или DMEM с высо-

ким содержанием глюкозы или низким содержанием глюкозы), улучшенную DMEM (Gibco), EL08-1D2, 

Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640. В конкретном варианте осуществления любого из вариан-

тов осуществления в настоящем изобретении среда не является GBGM. 

В определенных аспектах указанная вторая среда, используемая в трехэтапном способе, содержит 

средство активации стволовых клеток и интерлейкин-15 (IL-15) и не содержит Tpo. В определенных ас-

пектах вторая среда, используемая в трехэтапном способе, содержит, в дополнение к средству активации 

стволовых клеток и IL-15, один или более из LMWH, Flt-3, SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и GM-CSF.  

В определенных аспектах вторая среда, используемая в трехэтапном способе, содержит, в дополнение к 

средству активации стволовых клеток и IL-15, каждый из LMWH, Flt-3, SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и  

GM-CSF. В определенных аспектах указанный IL-15 присутствует в указанной второй среде  

в концентрации от 1 до 50 нг/мл, от 10 до 30 нг/мл или около 20 нг/мл. В определенных аспектах в ука-

занной второй среде, LMWH присутствует в концентрации от 1 до 10 ед/мл; Flt-3L присутствует  

в концентрации от 1 до 50 нг/мл; SCF присутствует в концентрации от 1 до 50 нг/мл; IL-6 присутствует  

в концентрации от 0,01 до 0,1 нг/мл; IL-7 присутствует в концентрации от 1 до 50 нг/мл; G-CSF присут-

ствует в концентрации от 0,01 до 0,50 нг/мл; и GM-CSF присутствует в концентрации от 0,005 до  

0,1 нг/мл. В определенных аспектах во второй среде LMWH присутствует во второй среде  

в концентрации от 4 до 5 ед/мл; Flt-3L присутствует в концентрации от 20 до 30 нг/мл; SCF присутствует 

в концентрации от 20 до 30 нг/мл; IL-6 присутствует в концентрации от 0,04 до 0,06 нг/мл; IL-7 присут-

ствует в концентрации от 20 до 30 нг/мл; G-CSF присутствует в концентрации от 0,20 до 0,30 нг/мл; и 

GM-CSF присутствует в концентрации от 0,005 до 0.5 нг/мл. В определенных аспектах во второй среде 

LMWH присутствует во второй среде в концентрации от 4 до 5 ед/мл; Flt-3L присутствует  

в концентрации от 20 до 30 нг/мл; SCF присутствует в концентрации от 20 до 30 нг/мл; IL-6 присутствует 

в концентрации от 0,04 до 0,06 нг/мл; IL-7 присутствует в концентрации от 20 до 30 нг/мл; G-CSF при-

сутствует в концентрации от 0,20 до 0,30 нг/мл; и GM-CSF присутствует в концентрации от  

0,005 до 0.5 нг/мл. В определенных аспектах во второй среде LMWH присутствует во второй среде  

в концентрации около 4,5 ед/мл; Flt-3L присутствует в концентрации около 25 нг/мл; SCF присутствует  

в концентрации около 27 нг/мл; IL-6 присутствует в концентрации около 0,05 нг/мл; IL-7 присутствует  

в концентрации около 25 нг/мл; G-CSF присутствует в концентрации около 0,25 нг/мл; и GM-CSF при-

сутствует в концентрации около 0,01 нг/мл. В определенных вариантах осуществления указанная вторая 

среда дополнительно содержит одно или более из следующего: антибиотики, такие как гентамицин; ан-

тиоксиданты, такие как трансферрин, инсулин и/или бета-меркаптоэтанол; селенистокислый натрий; ас-

корбиновая кислота; этаноламин и глютатион. В определенных вариантах осуществления среда, которая 

обеспечивает основу для второй среды, является культуральной средой клеток/тканей, известной специа-

листам в данной области техники, например коммерчески доступной культуральной средой кле-

ток/тканей, такой как GBGM, AIM-V, X-VIVO 10, X-VIVO 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, 

CELLGRO COMPLETE, DMEM: Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или DMEM с высо-

ким содержанием глюкозы или низким содержанием глюкозы), улучшенная DMEM (Gibco), EL08-1D2, 

Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640; или средой, которая содержит компоненты, обычно вклю-

чаемые в известные культуральные среды клеток/тканей, такие как компоненты, включенные в GBGM, 

AIM-V, X-VIVOTM 10, X-VIVOTM 15, OPTMIZER, STEMSPAN H3000, CELLGRO COMPLETETM, 
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DMEM:Ham's F12 ("F12") (например, в соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы 

или низким содержанием глюкозы), улучшенную DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM 

и/или RPMI-1640. В конкретном варианте осуществления любого из вариантов осуществления в настоя-

щем изобретении среда не является GBGM. 

В определенных вариантах осуществления третья среда, используемая в трехэтапном способе, со-

держит среду. В определенных аспектах указанная третья среда, используемая в трехэтапном способе, 

содержит IL-2 и IL-15 и не содержит средство активации стволовых клеток и LMWH. В определенных 

аспектах третья среда, используемая в трехэтапном способе, содержит, в дополнение к IL-2 и IL-15, один 

или более из SCF, IL-6, IL-7, G-CSF или GM-CSF. В определенных аспектах третья среда, используемая в 

трехэтапном способе, содержит, в дополнение к IL-2 и IL-15, каждый из SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и  

GM-CSF. В определенных аспектах указанный IL-2 присутствует в указанной третьей среде в концен-

трации от 10 до 10000 ед/мл, и указанный IL-15 присутствует в указанной третьей среде в концентрации 

от 1 до 50 нг/мл. В определенных аспектах указанный IL-2 присутствует в указанной третьей среде в 

концентрации от 100 до 10000 ед/мл, и указанный IL-15 присутствует в указанной третьей среде в кон-

центрации от 1 до 50 нг/мл. В определенных аспектах указанный IL-2 присутствует в указанной третьей 

среде в концентрации от 300 до 3000 ед/мл и указанный IL-15 присутствует в указанной третьей среде в 

концентрации от 10 до 30 нг/мл. В определенных аспектах указанные IL-2 присутствует в указанной тре-

тьей среде в концентрации около 1000 ед/мл и указанный IL-15 присутствует в указанной третьей среде в 

концентрации около 20 нг/мл. В определенных аспектах, в указанной третьей среде SCF присутствует в 

концентрации от 1 до 50 нг/мл; IL-6 присутствует в концентрации от 0,01 до 0,1 нг/мл; IL-7 присутствует 

в концентрации от 1 до 50 нг/мл; G-CSF присутствует в концентрации от 0,01 до 0,50 нг/мл; и GM-CSF 

присутствует в концентрации от 0,005 до 0,1 нг/мл. В определенных аспектах в указанной третьей среде 

SCF присутствует в концентрации от 20 до 30 нг/мл; IL-6 присутствует в концентрации от 0,04 до  

0,06 нг/мл; IL-7 присутствует в концентрации от 20 до 30 нг/мл; G-CSF присутствует в концентрации от 

0,20 до 0,30 нг/мл; и GM-CSF присутствует в концентрации от 0,005 до 0,5 нг/мл. В определенных аспек-

тах в указанной третьей среде SCF присутствует в концентрации около 22 нг/мл; IL-6 присутствует в 

концентрации около 0,05 нг/мл; IL-7 присутствует в концентрации около 20 нг/мл; G-CSF присутствует в 

концентрации около 0,25 нг/мл; и GM-CSF присутствует в концентрации около 0,01 нг/мл. В определен-

ных вариантах осуществления указанная третья среда дополнительно содержит одно или более следую-

щего: антибиотики, такие как гентамицин; антиоксиданты, такие как трансферрин, инсулин и/или бета-

меркаптоэтанол; селенистокислый натрий; аскорбиновая кислота; этаноламин; и глютатион. В опреде-

ленных вариантах осуществления среда, которая обеспечивает основу для третьей среды, является куль-

туральной средой клеток/тканей, известной специалистам в данной области техники, например, коммер-

чески доступной культуральной средой клеток/тканей, такой как GBGM, AIM-V, X-VIVO 10,  

X-VIVO 15, OPTMIZER, STEMSPAN Н3000, CELLGRO COMPLETE, DMEM: Ham's F12 ("F12") 

(например, в соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы или низким содержанием 

глюкозы), улучшенная DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640; или сре-

дой, которая содержит компоненты, обычно включаемые в известные культуральные среды кле-

ток/тканей, такие как компоненты, включенные в GBGM, AIM-V, X-VIVOTM 10, X-VIVOTM 15, 

OPTMIZER, STEMSPAN H3000, CELLGRO COMPLETETM, DMEM:Ham's F12 ("F12") (например, в 

соотношении 2:1 или DMEM с высоким содержанием глюкозы или низким содержанием глюкозы), 

улучшенную DMEM (Gibco), EL08-1D2, Myelocult H5100, IMDM и/или RPMI-1640. В конкретном ва-

рианте осуществления любого из вариантов осуществления в настоящем изобретении среда не является 

GBGM. 

Обычно конкретно указанные компоненты среды не относятся к возможным составляющим в неоп-

ределенном компоненте указанной среды. Например, указанные Tpo, IL-2 и IL-15 не содержатся в преде-

лах неопределенного компонента первой среды, второй среды или третьей среды, например указанные 

Tpo, IL-2 и IL-15 не содержатся в пределах сыворотки. Кроме того, указанные LMWH, Flt-3, SCF, IL-6, 

IL-7, G-CSF и/или GM-CSF не содержатся в пределах неопределенного компонента первой среды, второй 

среды или третьей среды, например указанные LMWH, Flt-3, SCF, IL-6, IL-7, G-CSF и/или GM-CSF не 

содержатся в пределах сыворотки. 

В определенных аспектах указанные первая среда, вторая среда или третья среда содержат челове-

ческую сыворотку-АВ. В определенных аспектах любая указанная первая среда, вторая среда или третья 

среда содержат от 1 до 20% человеческой сыворотки-АВ, от 5 до 15% человеческой сыворотки-АВ или 

около 2, 5 или 10% человеческой сыворотки-АВ. 

В определенных вариантах осуществления в трехэтапных способах, описанных в настоящем рас-

крытии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в 

указанной первой среде в течение 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 или 20 дней. В 

определенных вариантах осуществления в трехэтапных способах, описанных в настоящем раскрытии, 

клетки культивируют в указанной второй среде в течение 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19 или 20 дней. В определенных вариантах осуществления в трехэтапных способах, описанных в 
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настоящем раскрытии, клетки культивируют в указанной третьей среде в течение 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 дней или более. 

В конкретном варианте осуществления в трехэтапных способах, описанных в настоящем раскры-

тии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в ука-

занной первой среде за 7-13 дней для продуцирования первой популяции клеток, до указанного культи-

вирования в указанной второй среде; указанную первую популяцию клеток культивируют в указанной 

второй среде в течение 2-6 дней для продуцирования второй популяции клеток до указанного культиви-

рования в указанной третьей среде; и указанную вторую популяцию клеток культивируют в указанной 

третьей среде в течение 10-30 дней, т.е. клетки культивируют в общей сложности 19-49 дней. 

В конкретном варианте осуществления в трехэтапных способах, описанных в настоящем раскры-

тии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в ука-

занной первой среде в течение 8-12 дней для продуцирования первой популяции клеток, до указанного 

культивирования в указанной второй среде; указанную первую популяцию клеток культивируют в ука-

занной второй среде в течение 3-5 дней для продуцирования второй популяции клеток до указанного 

культивирования в указанной третьей среде; и указанную вторую популяцию клеток культивируют в 

указанной третьей среде в течение 15-25 дней, т.е. клетки культивируют в общей сложности 26-42 дня. 

В конкретном варианте осуществления в трехэтапных способах, описанных в настоящем раскры-

тии, указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-предшественники культивируют в ука-

занной первой среде в течение около 10 дней для продуцирования первой популяции клеток, до указан-

ного культивирования в указанной второй среде; указанную первую популяцию клеток культивируют в 

указанной второй среде в течение в течение около 4 дней для продуцирования второй популяции клеток 

до указанного культивирования в указанной третьей среде; и указанную вторую популяцию клеток куль-

тивируют в указанной третьей среде в течение около 21 дня, т.е. клетки культивируют в общей сложно-

сти около 35 дней. 

В определенных аспектах указанное культивирование в указанной первой среде, второй среде и 

третьей среде выполняют в статических условиях культивирования, например, в чашке для культивиро-

вания или колбе для культивирования. В определенных аспектах указанное культивирование по меньшей 

мере в одной из указанной первой среды, второй среды или третьей среды выполняют в центрифужной 

пробирке. В определенных аспектах указанное культивирование в указанной первой среде и указанной 

второй среде выполняется в статических условиях культивирования и указанное культивирование в ука-

занной третьей среде выполняют в центрифужной пробирке. 

В определенных аспектах указанное культивирование выполняют в центрифужной пробирке. В 

других аспектах указанное культивирование выполняют в устройстве G-Rex. В других аспектах указан-

ное культивирование выполняют в биореакторе WAVE. 

В определенных аспектах указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники первоначально инокулируются в указанной первой среде в количестве от 1×10
4
 до 

1×10
5
 клеток/мл. В конкретном аспекте указанные стволовые гематопоэтические клетки или клетки-

предшественники первоначально инокулируются в указанной первой среде в количестве около  

3×10
4
 клеток/мл. 

В определенных аспектах указанная первая популяция клеток первоначально инокулируется в ука-

занной второй среде в количестве от 5×10
4
 до 5×10

5
 клеток/мл. В конкретном аспекте указанная первая 

популяция клеток первоначально инокулируется в указанной второй среде в количестве около  

1×10
5
 клеток/мл. 

В определенных аспектах указанная вторая популяция клеток первоначально инокулируется в ука-

занной третьей среде в количестве от 1×10
5
 до 5×10

6
 клеток/мл. В определенных аспектах указанная вто-

рая популяция клеток первоначально инокулируется в указанной третьей среде в количестве от 1×10
5
 до 

1×10
6
 клеток/мл. В конкретном аспекте указанная вторая популяция клеток первоначально инокулирует-

ся в указанной третьей среде в количестве около 5×10
5
 клеток/мл. В более конкретном аспекте указанная 

вторая популяция клеток первоначально инокулируется в указанной третьей среде в количестве около 

5×10
5
 клеток/мл в центрифужной пробирке. В конкретном аспекте указанная вторая популяция клеток 

первоначально инокулируется в указанной третьей среде в количестве 3×10
5
 клеток/мл. В более конкрет-

ном аспекте указанная вторая популяция клеток первоначально инокулируется в указанной третьей среде 

в количестве около З×10
5
 клеток/мл в статической культуре. 

5.2.10. Изоляция клеток. 

Способы изоляции NK-клеток известны в технике и могут применяться для изоляции естественных 

клеток-киллеров, например активированных NK-клеток или клеток TSPNK (например, клеток-

предшественников NK), продуцированных с применением трехэтапного процесса, описанного в настоя-

щем раскрытии. NK-клетки могут быть изолированы или обогащены посредством окрашивания клеток 

из источника ткани, например периферической крови, антителами к CD56 и CD3 и отбора клеток 

CD56
+
CD3

-
. NK-клетки, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK, могут быть изолиро-

ваны с применением коммерчески доступного набора, например набора для изоляции NK-клеток  
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(Miltenyi Biotec). NK-клетки, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK, могут также 

быть изолированы или обогащены посредством удаления клеток, отличных от NK-клеток, из популяции 

клеток, которая содержит NK-клетки, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK. Напри-

мер, NK-клетки, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK, могут быть изолированы или 

обогащены посредством деплеции клеток, демонстрирующих маркеры не являющихся NK клеток, на-

пример, антитела к одному или более из CD3, CD4, CD14, CD19, CD20, CD36, CD66b, CD123, HLA DR 

и/или CD235a (гликофорин А). Отрицательная изоляция может быть выполнена с применением коммер-

чески доступного набора, например, набора для отрицательной изоляции NK-клеток (Dynal Biotech). 

Клетки, изолированные этими способами, могут быть дополнительно отсортированы, например, с тем 

чтобы разделить клетки CD16
+
 и CD16

-
. 

Разделение клеток может быть выполнено, например, посредством проточной цитометрии, сорти-

ровки клеток с возбуждением флуоресценции (FACS) или предпочтительно магнитной сортировки кле-

ток с использованием микрогранул, конъюгированных со специфичными антителами. Клетки могут быть 

изолированы, например, с применением методики магнитно активируемой сортировки клеток (MACS), 

способа для разделения частиц на основании их способности связывать магнитные гранулы (например, 

около диаметром 0,5-100 мкм), которые содержат одно или более специфичных антител, например анти-

тел против CD56. Магнитное разделение клеток может быть выполнено и автоматизировано с примене-

нием, например, разделителя AUTOMACS (Miltenyi). Множество полезных модификаций может быть 

выполнено на магнитных микросферах, включая ковалентное добавление антитела, которое специфично 

распознает конкретную молекулу поверхности клеток или гаптен. Гранулы затем смешивают с клетками, 

чтобы обеспечить возможность связывания. Клетки затем проходят через магнитное поле, с тем чтобы 

выделить клетки, имеющие конкретный маркер поверхности клеток. В одном из вариантов осуществле-

ния эти клетки могут затем быть изолированы и повторно смешаны с магнитными гранулами, соединен-

ными с антителом против дополнительных маркеров поверхности клеток. Клетки снова проходят через 

магнитное поле, в результате чего выделяют клетки, которые связываются с обоими антителами. Такие 

клетки могут затем быть разведены в отдельных кюветах, такие как кюветы для микротитрования, в це-

лях клональной изоляции. 

В некоторых вариантах осуществления чистота изолированных или обогащенных NK-клеток может 

быть подтверждена посредством обнаружения одного или более из CD56, CD3 и CD16. 

5.2.11. Хранение клеток/перфузата. 

Клетки, например NK-клетки, продуцированные с применением способов, описанных в настоящем 

раскрытии, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клетки-

предшественники NK), продуцированные с применением трехэтапного процесса, описанного в настоя-

щем раскрытии, или клетки плацентарного перфузата, включающие стволовые гематопоэтические клет-

ки или клетки-предшественники, или плацентарный перфузат могут храниться, т.е. размещаться в усло-

виях, которые допускают длительное хранение, или в условиях, которые подавляют смерть клеток, на-

пример, в результате апоптоза или некроза. 

Плацентарный перфузат может быть произведен путем прохождения композиции для сбора клеток 

по меньшей мере через часть плаценты, например через плацентарную сосудистую сеть. Композиция для 

сбора клеток содержит одно или более соединений, которые действуют для сохранения клеток, содер-

жащихся в пределах перфузата. Такая композиция для сбора плацентарных клеток может содержать ин-

гибитор апоптоза, ингибитор некроза и/или несущий кислород перфторуглерод, как описано в публика-

ции родственной заявки на патент США № 20070190042, изобретение которой включено в настоящее 

описание посредством ссылки во всей его полноте. 

В одном из вариантов осуществления перфузат или популяцию плацентарных клеток собирают из 

послеродовой плаценты млекопитающего, например человека, путем приведения перфузата или популя-

ции клеток в близость с композицией для сбора клеток, содержащей ингибитор апоптоза и несущий ки-

слород перфторуглерод, в которой указанный ингибитор апоптоза присутствует в количестве и в течение 

времени, являющимися достаточными для снижения или предотвращения апоптоза в популяции плацен-

тарных клеток, например прилипающих плацентарных клеток, например плацентарных стволовых кле-

ток или плацентарных мультипотентных клеток, по сравнению с популяцией клеток, которые не контак-

тировали и не были приведены в близость с ингибитором апоптоза. Например, плацента может подвер-

гаться перфузии композицией для сбора клеток, и плацентарные клетки, например тотальные имеющие 

ядро плацентарные клетки, изолируют из нее. В конкретном варианте осуществления ингибитор апопто-

за является ингибитором каспазы. В другом конкретном варианте осуществления указанный ингибитор 

апоптоза является ингибитором JNK. В более конкретном варианте осуществления указанный ингибитор 

JNK не модулирует дифференцировку или пролиферацию прилипающих плацентарных клеток, например 

прилипающих плацентарных клеток или прилипающих плацентарных мультипотентных клеток. В дру-

гом варианте осуществления композиция для сбора клеток содержит указанный ингибитор апоптоза и 

указанный несущий кислород перфторуглерод в отдельных фазах. В другом варианте осуществления 

композиция для сбора клеток содержит указанный ингибитор апоптоза и указанный несущий кислород 

перфторуглерод в эмульсии. В другом варианте осуществления композиция для сбора клеток дополни-
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тельно содержит эмульгатор, например лецитин. В другом варианте осуществления указанный ингиби-

тор апоптоза и указанный перфторуглерод находятся при температуре между около 0 и около 25°C во 

время приведения плацентарных клеток в близость с композицией для сбора клеток. В другом более кон-

кретном варианте осуществления указанный ингибитор апоптоза и указанный перфторуглерод находятся 

при температуре между около 2 и 10°C или между около 2 и около 5°C во время приведения плацентар-

ных клеток в близость с композицией для сбора клеток. В другом более конкретном варианте осуществ-

ления указанное приведение в близость выполняют во время транспортировки указанной популяции кле-

ток. В другом более конкретном варианте осуществления указанное приведение в близость выполняют 

во время замораживания и размораживания указанной популяции клеток. 

В другом варианте осуществления плацентарный перфузат и/или плацентарные клетки могут быть 

собраны и сохранены путем приведения перфузата и/или клеток в близость с ингибитором апоптоза и 

сохраняющим органы соединением, при этом указанный ингибитор апоптоза присутствует в количестве 

и в течение времени, являющимися достаточными для снижения или предотвращения апоптоза клеток, 

по сравнению с перфузатом или плацентарными клетками, которые не входили в контакт и не приводили 

в близость с ингибитором апоптоза. В конкретном варианте осуществления сохраняющее органы соеди-

нение представляет собой раствор UW (описанный в патенте США № 4798824; также известный как  

VIASPAN; см. также Southard et al., Transplantation, 49(2):251-257 (1990), или раствор, описанный в 

Стерне et al., патент США № 5552267, раскрытия которых включены в настоящее изобретение посредст-

вом ссылки во всей их полноте. В другом варианте осуществления указанная сохраняющая орган компо-

зиция представляет собой гидроксиэтиловый крахмал, лактобионовую кислоту, рафинозу или комбина-

цию указанного. В другом варианте осуществления плацентарная композиция для сбора клеток дополни-

тельно содержит несущий кислород перфторуглерод или в двух фазах, или как эмульсию. 

В другом варианте осуществления плацентарные клетки приводятся в близость с композицией для 

сбора клеток, содержащей ингибитор апоптоза и несущий кислород перфторуглерод, сохраняющее орган 

соединение или комбинацию указанного, во время перфузии. В другом варианте осуществления плацен-

тарные клетки приводятся в близость с указанным соединением для сбора клеток после сбора посредст-

вом перфузии. 

Как правило, во время сбора, обогащения и изоляции плацентарных клеток предпочтительно мини-

мизировать или устранить клеточный стресс вследствие гипоксии и механического стресса. В другом 

варианте осуществления способа, таким образом, плацентарный перфузат или популяция плацентарных 

клеток подвергается воздействию состояния гипоксии во время сбора, обогащения или изоляции в тече-

ние менее 6 ч во время указанного хранения, при этом состояние гипоксии представляет собой концен-

трацию кислорода, которая составляет меньше, чем нормальная концентрация кислорода в крови. В бо-

лее конкретном варианте осуществления указанный перфузат или популяция плацентарных клеток под-

вергаются воздействию указанного состояния гипоксии в течение менее двух ч во время указанного хра-

нения. В другом более конкретном варианте осуществления указанная популяция плацентарных клеток 

подвергается воздействию указанного состояния гипоксии в течение менее 1 ч или менее 30 мин или не 

подвергается воздействию состояния гипоксии во время сбора, обогащения или изоляции. В другом кон-

кретном варианте осуществления указанная популяция плацентарных клеток не подвергается воздейст-

вию механического напряжения во время сбора, обогащения или изоляции. 

Клетки, например клетки плацентарного перфузата, гематопоэтические клетки, например CD34
+
 

стволовые гематопоэтические клетки; NK-клетки, продуцированные с применением процессов, описан-

ных в настоящем раскрытии, например активированные NK-клетки или клетки TSPNK (например, клет-

ки-предшественники NK); изолированные прилипающие плацентарные клетки, представленные в на-

стоящем раскрытии, могут быть подвергнуты криосохранению, например, в среде криоконсервации в 

малых емкостях, например ампулах или пробирках с перегородками. В конкретных вариантах осуществ-

ления клетки подвергаются или подвергались криосохранению в концентрации около 1×10
4
-5×10

8
 кле-

ток/мл. В конкретных вариантах осуществления клетки подвергаются или подвергались криосохранению 

в концентрации около 1×10
6
-1,5×10

7
 клеток/мл. В более конкретных вариантах осуществления предос-

тавленные в настоящем изобретении клетки подвергаются или подвергались криосохранению в концен-

трации около 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 1,5×10

7
 клеток/мл. В определенных вариан-

тах осуществления NK-клетки были подвергнуты криосохранению до введения. В определенных вариан-

тах осуществления NK-клетки не были подвергнуты криосохранению до введения. 

Подходящие среды для криоконсервации включают, но не ограничены указанным, нормальный со-

левой раствор, культуральную среду, включая, например, среду для выращивания или среду для замора-

живания клеток, например, коммерчески доступную среду для замораживания клеток, например С2695, 

С2639 или С6039 (Sigma); CryoStor CS2, CryoStor CS5 или CryoStorCS10 (BioLife Solutions). В од-

ном из вариантов осуществления культуральная среда для криоконсервации содержит DMSO (диметил-

сульфоксид) в концентрации, например, около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10% (об./об.). Среда для криокон-

сервации может содержать дополнительные средства, например метилцеллюлозу, декстран, белок (на-

пример, человеческий сывороточный альбумин), трегалозу и/или глицерин. В определенных вариантах 
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осуществления среда для криоконсервации содержит около 1-10% DMSO, около 25-75% декстрана и/или 

около 20-60% человеческого сывороточного альбумина (HSA). В определенных вариантах осуществле-

ния среда для криоконсервации содержит около 1-10% DMSO около 25-75% трегалозы и/или около 20-

60% человеческого HSA. В конкретном варианте осуществления среда для криоконсервации содержит 

5% DMSO, 55% декстрана и 40% HSA. В более конкретном варианте осуществления среда для криокон-

сервации содержит 5% DMSO, 55% декстрана (10% вес./об. в нормальном солевом растворе) и 40% HSA. 

В другом конкретном варианте осуществления среда для криоконсервации содержит 5% DMSO, 55% 

трегалозы и 40% HSA. В более конкретном варианте осуществления среда для криоконсервации содер-

жит 5% DMSO, 55% трегалозы (10% вес./об. в нормальном солевом растворе) и 40% HSA. В другом кон-

кретном варианте осуществления среда для криоконсервации содержит CryoStor CS5. В другом кон-

кретном варианте осуществления среда для криоконсервации содержит CryoStorCS10. 

Клетки могут подвергаться криосохранению посредством любого из множества способов, извест-

ных в технике, и на любой стадии культивирования, расширения или дифференцировки клеток. Напри-

мер, клетки, представленные в настоящем раскрытии, могут подвергаться криосохранению непосредст-

венно после изоляции из исходных тканей или органов, например, плацентарного перфузата или пупо-

винной крови, или в течение, или после первого или после второго этапа способов, описанных выше. В 

определенных вариантах осуществления гематопоэтические клетки, например стволовые гематопоэтиче-

ские клетки или клетки-предшественники, подвергаются криосохранению в течение около 1, 5, 10, 15, 

20, 30, 45 мин или в течение около 1, 2, 4, 6, 10, 12, 18, 20 или 24 ч после изоляции из исходных тканей 

или органов. В определенных вариантах осуществления указанные клетки подвергаются криосохране-

нию в течение 1, 2 или 3 дней после изоляции из исходных тканей или органов. В определенных вариан-

тах осуществления указанные клетки подвергаются криосохранению после культивирования в первой 

среде, как описано выше, в течение около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 

22, 23, 24, 25, 26, 27 или 28 дней. В некоторых вариантах осуществления указанные клетки подвергаются 

криосохранению после культивирования в первой среде, как описано выше, в течение около 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 или 28 дней и во второй среде в 

течение около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 или  

28 дней, как описано выше. В некоторых вариантах осуществления, когда клетки TSPNK (например, 

клетки-предшественники NK) получают с применением трехэтапного процесса, описанного в настоящем 

раскрытии, указанные клетки подвергаются криосохранению после культивирования в первой среде в 

течение около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 дней; 

и/или культивирования во второй среде в течение около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 дней; и/или культивирования в третьей среде в течение около 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 или 25 дней. В конкретном варианте осуще-

ствления клетки-предшественники NK получают с применением трехэтапного процесса, описанного в 

настоящем раскрытии, и указанные клетки подвергаются криосохранению после культивирования в пер-

вой среде в течение 9 дней; культивирования во второй среде в течение 5 дней и культивирования в тре-

тьей среде в течение 7 дней. 

В одном из аспектов популяцию NK-клеток, например активированных NK-клеток, продуцируют 

посредством процесса, включающего в себя (а) отбор популяции гематопоэтических стволовых клеток 

или клеток-предшественников в первой среде, содержащей интерлейкин-15 (IL-15) и, необязательно, 

один или более из фактора стволовых клеток (SCF) и интерлейкина-7 (IL-7), при этом указанный IL-15 и 

необязательные SCF и IL-7 не содержатся в пределах неопределенного компонента указанной среды, в 

результате чего популяция расширяется и множество гематопоэтических стволовых клеток или клеток-

предшественников в пределах указанной популяции гематопоэтических стволовых клеток или клеток-

предшественников дифференцируется в NK-клетки во время указанного расширения; (b) расширение 

клеток с этапа (а) во второй среде, содержащей интерлейкин-2 (IL-2), с продуцированием популяции ак-

тивированных NK-клеток и (с) охлаждение подвергаемых криосохранению NK-клеток с этапа (b) в среде 

для криоконсервации. В конкретном варианте осуществления указанный этап (с) дополнительно включа-

ет в себя (1) приготовления раствора суспензии клеток; (2) добавление среды для криоконсервации к рас-

твору суспензии клеток с этапа (1), с тем чтобы получить подвергнутую криосохранению суспензию кле-

ток; (3) охлаждение подвергнутой криосохранению суспензии клеток с этапа (3), чтобы получить под-

вергнутый криосохранению образец; и (4) хранение подвергнутого криосохранению образца при темпе-

ратуре ниже -80°C. В определенных вариантах осуществления способ не включает в себя промежуточ-

ные этапы между этапом (а) и (b) и между этапом (b) и (с) и/или какие-либо дополнительные этапы куль-

тивирования до этапа (а). 

В другом варианте осуществления криоосохранение популяции NK-клеток, например активирован-

ных NK-клеток или клеток TSPNK (например, клеток-предшественников NK), включает в себя  

(а) расширение популяции гематопоэтических стволовых клеток или клеток-предшественников в первой 

среде, содержащей один или более из фактора стволовых клеток (SCF), IL-2, интерлейкина-7 (IL-7) ин-

терлейкина-15 (IL-15) и гепарина, и в которой указанные SCF, IL-2, IL-7 и IL-15 не содержатся в преде-
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лах неопределенного компонента указанной среды, и при этом множество гематопоэтических стволовых 

клеток или клеток-предшественников в пределах указанной популяции гематопоэтических стволовых 

клеток или клеток-предшественников дифференцируется в NK-клетки во время указанного расширения; 

(b) расширение клеток с этапа (а) во второй среде, содержащей интерлейкин-2 (IL-2) с продуцированием 

популяции активированных NK-клеток; и (с) охлаждение подвергаемых криосохранению NK-клеток с 

этапа (b) в среде для криоконсервации. В конкретном варианте осуществления указанный этап (с) допол-

нительно включает в себя (1) приготовление раствора суспензии клеток; (2) добавление среды для крио-

консервации к раствору суспензии клеток с этапа (1), с тем чтобы получить подвергнутую криосохране-

нию суспензию клеток; (3) охлаждение подвергнутой криосохранению суспензии клеток с этапа (3), что-

бы получить подвергнутый криосохранению образец; и (4) хранение подвергнутого криосохранению 

образца при температуре ниже -80°C. В определенных вариантах осуществления способ не включает в 

себя промежуточные этапы между этапом (а) и (b) и между этапом (b) и (с) и/или какие-либо дополни-

тельные этапы культивирования до этапа (а). 

Клетки предпочтительно охлаждаются в программируемом криозамораживателе, например, около 

0,1, 0,3, 0,5, 1 или 2°C/мин в течение криоконсервации. Предпочтительная температура криоконсервации 

составляет от около -80 до около -180°C, предпочтительно от около -125 до около -140°C. Криосохра-

ненные клетки могут быть перенесены в жидкий азот до размораживания в целях использования. В неко-

торых вариантах осуществления, например, как только ампулы достигли около -90°C, их переносят в 

место хранения в жидком азоте. Криосохраненные клетки предпочтительно размораживают при темпе-

ратуре от около 25 до около 40°C, предпочтительно при температуре около 37°C. В определенных вари-

антах осуществления криосохраненные клетки размораживают после криоконсервации в течение около 

1, 2, 4, 6, 10, 12, 18, 20 или 24 ч или около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 

22, 23, 24, 25, 26, 27 или 28 дней. В определенных вариантах осуществления криосохраненные клетки 

размораживают после криоконсервации в течение около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 или 28 месяцев. В определенных вариантах осуществления криосохра-

ненные клетки размораживают после криоконсервации в течение около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 или 10 лет. 

Подходящая среда для размораживания содержит, но не ограничена указанным, нормальный соле-

вой раствор, плазмалитическую культуральную среду, включая, например, среду для выращивания, на-

пример культуральную среду RPMI. В предпочтительных вариантах осуществления среда для размора-

живания содержит одну или более добавок к среде (например, питательные вещества, цитокины и/или 

факторы). Добавки к среде, подходящие для размораживания клеток, представленных в настоящем рас-

крытии, включают, например, но без ограничения, сыворотку, такую как человеческая сыворотка АВ, 

эмбриональная бычья сыворотка (FBS) или эмбриональная сыворотка теленка (FCS), витамины, челове-

ческий сывороточный альбумин (HSA), бычий сывороточный альбумин (BSA), аминокислоты (напри-

мер, L-глютамин), жирные кислоты (например, олеиновая кислота, линолевая кислота или пальмитино-

вая кислота) инсулин (например, рекомбинантный человеческий инсулин), трансферрин (насыщенный 

железом человеческий трансферрин), β-меркаптоэтанол, фактор стволовых клеток (SCF), лиганд  

Fms-подобной тирозинкиназы 3 (Flt3-L), цитокины, такие как интерлейкин-2 (IL-2), интерлейкин-7  

(IL-7), интерлейкин-15 (IL-15), тромбопоэтин (Tpo) или гепарин. В конкретном варианте осуществления 

представленная в настоящем изобретении среда для размораживания, целесообразная для способов, со-

держит RPMI. В другом конкретном варианте осуществления указанная среда для размораживания со-

держит плазмалит. В другом конкретном варианте осуществления указанная среда для размораживания 

содержит около 0,5-20% FBS. В другом конкретном варианте осуществления указанная среда для размо-

раживания содержит около 1, 2, 5, 10, 15 или 20% FBS. В другом конкретном варианте осуществления 

указанная среда для размораживания содержит около 0,5-20% HSA. В другом конкретном варианте осу-

ществления указанная среда для размораживания содержит около 1, 2,5, 5, 10, 15 или 20% HSA. В более 

конкретном варианте осуществления указанная среда для размораживания содержит RPMI и около 10% 

FBS. В другом более конкретном варианте осуществления указанная среда для размораживания содер-

жит плазмалит и около 5% HSA. 

Способы криоконсервации, предоставленные в настоящем раскрытии, могут быть оптимизированы 

в целях обеспечения возможности длительного хранения или для условий, которые ингибируют некроз 

клеток, например апоптоз или некроз. В вариантах осуществления клетки после размораживания содер-

жат более чем 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95 или 98% жизнеспособных клеток, как определено, например, 

автоматическим устройством подсчета клеток или способом с окрашиванием трипановым синим. В дру-

гом варианте осуществления клетки после размораживания содержат около 0,5, 1, 5, 10, 15, 20 или 25% 

мертвых клеток. В другом варианте осуществления клетки после размораживания содержат около 0,5, 1, 

5, 10, 15, 20 или 25% ранних апоптотических клеток. В другом варианте осуществления около 0,5, 1, 5, 

10, 15 или 20% клеток после размораживания подвергаются апоптозу после 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 или 28 дней после размораживания в соответст-

вии с определенным, например, посредством анализа апоптоза (например, набор для анализа апоптоза 

TO-PRO3 или AnnV/PI). В определенных вариантах осуществления клетки после размораживания под-
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вергаются повторному криосохранению после культивирования, расширения или дифференцировки с 

применением способов, представленных в настоящем раскрытии. 

5.3. Генетически модифицированные NK-клетки. 

В другом аспекте NK-клетки могут быть генетически модифицированы, чтобы повысить специфич-

ность нацеливания и/или хоминг-специфичность. 

В некоторых вариантах осуществления генетически модифицированные NK-клетки представляют 

собой NK-клетки, которые содержат химерный антигенный рецептор (CAR). CAR представляет собой 

искусственный мембраносвязанный белок, который направляет иммуноцит (например, Т-лимфоцит) к 

антигену и стимулирует иммуноцит на уничтожение клетки, демонстрирующей антиген. См., например, 

Эсхар, патент США № 7741465; публикацию заявки на патент США № 2012/0093842; публикацию меж-

дународной заявки № WO 2014/100385 и публикацию международной заявки № WO 2014/124143. Как 

минимум CAR содержит внеклеточный домен, который связывается с антигеном, например антигеном на 

клетке, трансмембранный домен и внутриклеточный (эндоплазматический) сигнальный домен (т.е. внут-

риклеточный стимулирующий домен), который передает первичный сигнал активации иммуноциту. Ес-

ли все другие условия удовлетворены, то, когда CAR экспрессируется на поверхности, например,  

Т-лимфоцита, например первичного Т-лимфоцита, и внеклеточный домен CAR связывается с антигеном, 

внутриклеточный сигнальный домен передает сигнал Т-лимфоциту на активацию и/или пролиферацию 

и, если антиген присутствует на поверхности клеток, на уничтожение клетки, экспрессирующей антиген. 

Поскольку некоторые иммуноциты, например Т-лимфоциты и NK-клетки, требуют двух сигналов, пер-

вичный сигнал активации и костимулирующий сигнал, для того чтобы максимально активироваться, то 

CAR могут также дополнительно содержать костимулирующий домен, в результате чего связывание ан-

тигена с внеклеточным доменом приводит к передаче и первичного сигнала активации, и костимули-

рующего сигнала. 

Адаптивные иммунные ответы инициируются во вторичных лимфоидных органах, включая лимфа-

тические узлы. В-клетки и Т-клетки изолируются в различных областях лимфатических узлов, называе-

мых "зона В-клеток", расположенная во внешней коре лимфатического узла или фолликулах, и "зона  

Т-клеток", которая является более диффузно распределенной в области, окружающей фолликулы (также 

известной как паракортекс) соответственно. В-клетки и Т-клетки экспрессируют рецепторы, которые 

позволяют им перемещаться к этим соответствующим зонам, с тем чтобы они могли быть подвергнуты 

воздействию антигена. Интактные антигены присутствуют в зоне В-клеток, тогда как в зоне Т-клеток 

антигены представлены антигенпредставляющими клетками, такими как дендритные клетки. Интактные 

антигены, такие как антигены опухоли, также присутствуют в местоположении опухоли. 

В некоторых вариантах осуществления генетически модифицированные NK-клетки представляют 

собой NK-клетки, которые содержат хоминг-рецептор, который вызывает перемещение клетки, содер-

жащей указанный хоминг-рецептор, к специфической анатомической зоне, специфической ткани или 

специфическому типу клеток, например к зоне В-клеток лимфатических узлов, желудочно-кишечному 

тракту или коже. 

В определенных вариантах осуществления генетически модифицированные NK-клетки представ-

ляют собой NK-клетки, которые содержат и CAR, и хоминг-рецептор в соответствии с описанным в на-

стоящем раскрытии. 

Не желая быть связанным каким-либо конкретным механизмом или теорией, считается, что, когда 

генетически модифицированные клетки по настоящему раскрытию экспрессируют хоминг-рецепторы, 

которые вызывают перемещение клетки, экспрессирующей указанный хоминг-рецептор, к специфиче-

ской зоне, они имеют большую вероятность подвергнуться воздействию нативного антигена, где клетки, 

например, клетки, экспрессирующие CAR, могут стать активированными. 

NK-клетки, которые содержат CAR и/или хоминг-рецептор, могут генерироваться любым спосо-

бом, известным в технике. В некоторых вариантах осуществления NK-клетки, содержащие CAR и/или 

хоминг-рецептор, сначала продуцируют, как описано в разделе 5.2 (например, посредством двухэтапного 

процесса или трехэтапного процесса), и затем конструируют таким образом, чтобы они экспрессировали 

CAR и/или хоминг-рецептор, путем внесения в NK-клетки (например, трансфекцией) одного или более 

векторов, содержащих последовательность(и) нуклеиновых кислот, кодирующую(ие) CAR и/или хоминг-

рецептор. В некоторых вариантах осуществления клетки (например, CD34
+
 стволовые гематопоэтиче-

ские клетки), из которых могут быть продуцированы NK-клетки, сначала конструируют таким образом, 

чтобы они экспрессировали CAR и/или хоминг-рецептор, путем внесения в клетки (например, трансфек-

цией) одного или более векторов, содержащих последовательность(и) нуклеиновых кислот, кодирую-

щую(ие) CAR и/или хоминг-рецептор, и затем применяют для получения NK-клеток, содержащих CAR 

и/или хоминг-рецептор посредством любого процесса, описанного в разделе 5.2 (например, посредством 

двухэтапного процесса или трехэтапного процесса). 

5.3.1. Общая структура и внутриклеточный домен CAR. 

В определенных вариантах осуществления внутриклеточный домен CAR представляет собой или 

содержит внутриклеточный домен или мотив белка, который экспрессируется на поверхности иммуно-

цитов и вызывает активацию и/или пролиферацию указанных NK-клеток. Такой домен или мотив спосо-
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бен передавать первичный антигенсвязывающий сигнал, который является необходимым для активации 

NK-клетки в ответ на связывание антигена с внеклеточной частью CAR. Как правило, этот домен или 

мотив содержат или представляют собой ITAM (иммунорецепторный тирозиновый активирующий мо-

тив). ITAM-содержащие полипептиды, подходящие для CAR, содержат, например, дзэта-цепь CD3 

(CD3ζ) или ее ITAM-содержащие части. В конкретном варианте осуществления внутриклеточный домен 

представляет собой внутриклеточный сигнальный домен CD3ζ. В других конкретных вариантах осуще-

ствления внутриклеточный домен состоит из цепи рецептора лимфоцитов, белкового комплекса 

TCR/CD3, субъединицы Fc-рецептора или субъединицы рецептора IL-2. 

В определенных вариантах осуществления CAR дополнительно содержит один или более костиму-

лирующих доменов или мотивов, например, в качестве части внутриклеточного домена полипептида. 

Один или более костимулирующих доменов или мотивов могут представлять собой или могут содержать 

одну или более последовательностей из последовательности костимулирующего полипептида CD27, по-

следовательности костимулирующего полипептида CD28, последовательности костимулирующего по-

липептида ОХ40 (CD134), последовательности костимулирующего полипептида 4-1ВВ (CD137), после-

довательности костимулирующего индуцируемого Т-клеточного костимулирующего пептида (ICOS), 

последовательности костимулирующего полипептида PD-1, последовательности костимулирующего по-

липептида CTLA-4, последовательности костимулирующего полипептида NKp46, последовательности 

костимулирующего полипептида NKp44, последовательности костимулирующего полипептида NKp30, 

последовательности костимулирующего полипептида NKG2D, последовательности костимулирующего 

полипептида DAP10, последовательности костимулирующего полипептида DAP12 или другого костиму-

лирующего домена или мотива. 

Трансмембранная область может представлять собой произвольную трансмембранную область, ко-

торая может быть встроена в функциональный CAR, обычно, трансмембранную область из молекулы 

CD4 или CD8. 

5.3.2. Внеклеточный домен CAR. 

Внеклеточный домен полипептида связывается с необходимым антигеном. В определенных вариан-

тах осуществления внеклеточный домен содержит рецептор или часть рецептора, который(ая) связывает-

ся с указанным антигеном. Внеклеточный домен может представлять собой, например, рецептор или 

часть рецептора, который(ая) связывается с указанным антигеном. В определенных вариантах осуществ-

ления внеклеточный домен содержит или представляет собой антитело или его антигенсвязывающую 

часть. В конкретных вариантах осуществления внеклеточный домен содержит или представляет собой 

одноцепочечный домен Fv. Одноцепочечный доменкером, Fv может содержать, например, VL, соединен-

ную с VH гибким линкером, при этом указанные VL и VH взяты из антитела, которое связывает указанный 

антиген. 

Антиген, с которым внеклеточный домен полипептида связывается, может представлять собой лю-

бой необходимый антиген, например может представлять собой антиген на опухолевой клетке или анти-

ген на инфицированной клетке. Опухолевая клетка может являться, например, клеткой в солидной опу-

холи или клеткой рака крови. Антиген может представлять собой любой антиген, который экспрессиру-

ется на клетке любого типа опухоли или рака, например клетках лимфомы, рака легких, рака молочной 

железы, рака простаты, адренокортикального рака, рака щитовидной железы, носоглоточного рака, ме-

ланомы, например, злокачественной меланомы, рака кожи, колоректального рака, десмоидной опухоли, 

десмопластической мелкокруглоклеточной опухоли, эндокринной опухоли, саркомы Юинга, перифери-

ческой примитивной нейроэктодермальной опухоли, солидной эмбрионально-клеточной опухоли, геп-

тобластомы, нейробластомы, не являющейся рабдомиосаркомой саркомы мягкой ткани, остеогенной 

саркомы, ретинобластомы, рабдомиосаркомы, опухоли Вильмса, глиобластомы, миксомы, фибромы, ли-

помы и т.п. В более конкретных вариантах осуществления указанная лимфома может представлять собой 

хронический лимфоцитарный лейкоз (лимфому из малых лимфоцитов), В-клеточный пролимфоцитар-

ный лейкоз, лимфоплазмоцитарную лимфому, макроглобулинемию Вальденстрема, лимфому марги-

нальной зоны селезенки, миеломная болезнь плазматических клеток, плазмоцитомы, экстранодальную  

В-клеточную лимфому из клеток маргинальной зоны, лимфому MALT, нодальную В-клеточную лимфо-

му из клеток маргинальной зоны, фолликулярную лимфому, лимфому из клеток мантии, диффузную В-

крупноклеточную лимфому, средостенную (тимусную) В-крупноклеточную лимфому, внутрисосуди-

стую В-крупноклеточную лимфому, первичную выпотную лимфому, лимфому Беркитта, Т-клеточный 

пролимфоцитарный лейкоз, Т-клеточный лейкоз из больших гранулированных лимфоцитов, агрессивный 

NK-клеточный лейкоз, Т-клеточный лейкоз/лимфому взрослых, экстранодальную NK/T-клеточную лим-

фому, носовой тип, Т-клеточный лейкоз энтеропатического типа, Т-клеточную лимфому печени и селе-

зенки, бластическую NK-клеточную лимфому, фунгоидный микоз, синдром Сезари, первичную кожную 

анапластическую крупноклеточную лимфому, лимфоматоидный папулез, ангиоиммунобластическую 

лимфому Т-лимфоцитов, периферическую лимфому Т-лимфоцитов (неопределенную), анапластическую 

крупноклеточную лимфому, лимфому Ходжкина, неходжкинскую лимфома или множественную  

миелому. 
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В определенных вариантах осуществления антиген представляет собой ассоциированный с опухо-

лью антиген (ТАА) или специфичный для опухоли антиген (TSA). В различных конкретных вариантах 

осуществления, без ограничения, ассоциированный с опухолью антиген (ТАА) или специфичный для 

опухоли антиген представляет собой Her2, антиген стволовых клеток предстательной железы (PSCA), 

альфа-фетопротеин (AFP), карциноэмбриональный антиген (СЕА), раковый антиген-125 (СА-125),  

СА19-9, калретинин, MUC-1, эпителиальный мембранный белок (ЕМА), эпителиальный антиген опухоли 

(ЕТА), тирозиназу, ассоциированный с меланомой антиген (MAGE), CD19, CD20, CD34, CD45, CD99, 

CD117, хромогранин, цитокератин, десмин, глиофибриллярный кислый белок(GF AP), белок жидкости 

макроскопического поликистоза (GCDFP-15), антиген НМВ-45, высокомолекулярный ассоциированный 

с меланомой антиген (HMW-MAA), белок мелан-А (MART-1), мио-D1, мышцеспецифичный актин 

(MSA), нейрофиламент, нейрон-специфическую енолазу (NSE), плацентарную щелочную фосфатазу, 

синаптофизин, тиреоглобулин, транскрипционный фактор щитовидной железы-1, димерную форму изо-

фермента пируваткиназы типа M2 (опухоль M2-PK), патологический ras-белок или патологический бе-

лок р53. 

В определенных вариантах осуществления ТАА или TSA представляет собой антиген рака/яичек 

(СТ), например BAGE, CAGE, CTAGE, FATE, GAGE, HCA661, HOM-TES-85, MAGEA, MAGEB, 

MAGEC, NA88, NY-ESO-1, NY-SAR-35, OY-TES-1, SPANXB1, SPA17, SSX, SYCP1 или ТРТЕ. 

В определенных других вариантах осуществления ТАА или TSA представляет собой углевод или 

ганглиозид, например fuc-GM1, GM2 (онкофетальный иммуногенный антиген-1; OFA-I-1); GD2  

(OFA-I-2), GM3, GD3 и т.п. 

В определенных других вариантах осуществления ТАА или TSA представляет собой альфа-

актинин-4, Bage-1, BCR-ABL, слитый белок Bcr-Abl, бета-катенин, СА 125, СА 15-3 (СА 27.29/ВСАА), 

СА 195, СА 242, СА 50, САМ43, Casp-8, cdc27, cdk4, cdkn2a, CEA, coa-1, слитый белок dek-can, EBNA, 

EF2, антигены вируса Эпштейна-Барр, слитый белок ETV6-AML1, HLA-A2, HLA-A11, hsp70-2, 

KIAAO205, Mart2, Mum-1, 2 и 3, neo-PAP, миозин класса I, OS-9, слитый белок pml-RARα, PTPRK,  

K-ras, N-ras, триозофосфатизомеразу, Gage 3, 4, 5, 6, 7, GnTV, Herv-K-mel, Lage-1, NA-88,  

NY-Eso-1/Lage-2, SP17, SSX-2, TRP2-Int2, gp100 (Pmel 17), тирозиназу, TRP-1, TRP-2, MAGE-1,  

MAGE-3, RAGE, GAGE-1, GAGE-2, p15 (58), RAGE, SCP-1, Hom/Mel-40, PRAME, p53, H-Ras,  

HER-2/neu, E2A-PRL, H4-RET, IGH-IGK, MYL-RAR, антигены вируса папилломы человека (HPV) Е6 и 

Е7, TSP-180, MAGE-4, MAGE-5, MAGE-6, p185erbB2, p180erbB-3, c-met, nm-23H1, PSA, TAG-72-4,  

CA 19-9, CA 72-4, CAM 17.1, NuMa, K-ras, 13-катенин, Mum-1, p16, TAGE, PSMA, CT7, теломеразу,  

43-9F, 5T4, 791Tgp72, 13HCG, BCA225, BTAA, CD68/KP1, CO-029, FGF-5, G250, Ga733 (EpCAM),  

HTgp-175, M344, MA-50, MG7 Ag, MOV18, NB/70K, NY-CO-1, RCAS1, SDCCAG16, ТА 90, TAAL6, 

TAG72, TLP, TPS, CD19, CD22, CD27, CD30, CD70, GD2 (ганглиозид G2), EGFRvIII (вариант III эпидер-

мального фактора роста), белок спермы 17 (Sp17), мезотелин, PAP (простатическая кислая фосфатаза), 

простенин, TARP (белок альтернативной рамки считывания гамма-цепи Т-клеточного рецептора), Trp-

p8, STEAP1 (шестой трансмембранный эпителиальный антиген предстательной железы-1), патологиче-

ский ras-белок или патологический белок р53. В другом конкретном варианте осуществления указанный 

ассоциированный с опухолью антиген или специфичный для опухоли антиген представляет собой интег-

рин αvβ3 (CD61), галактин, K-Ras (вирусный онкоген крысиной саркомы Кирстена V-Ki-ras2) или Ral-В. 

В конкретных вариантах осуществления ТАА или TSA представляет собой CD20, CD123, CLL-1, 

CD38, CS-1, CD138, ROR1, FAP, MUC1, PSCA, EGFRvIII, EPHA2 или GD2. В дальнейших конкретных 

вариантах осуществления ТАА или TSA представляет собой CD123, CLL-1, CD38 или CS-1. В конкрет-

ном варианте осуществления внеклеточный домен CAR связывает CS-1. В дальнейшем конкретном ва-

рианте осуществления внеклеточный домен содержит одноцепочечную версию элотузумаба и/или анти-

генсвязывающего фрагмента элотузумаба. В конкретном варианте осуществления внеклеточный домен 

CAR связывает CD20. В более конкретном варианте осуществления внеклеточный домен CAR представ-

ляет собой scFv или его антигенсвязывающий фрагмент, который связывается с CD20. 

Другие ассоциированные с опухолью и специфичные для опухоли антигены известны специалистам 

в данной области техники. 

Антитела и scFv, которые связываются с TSA и ТАА, известны в технике, так же как и нуклеотид-

ные последовательности, которые кодируют их. 

В определенных конкретных вариантах осуществления антиген представляет собой антиген, кото-

рый не считают являющимся TSA или ТАА, но который тем не менее ассоциирован с опухолевыми 

клетками или повреждениями, вызываемыми опухолью. В конкретных вариантах осуществления антиген 

представляет собой ассоциированный с микроокружением опухоли антиген (ТМАА). В определенных 

вариантах осуществления, например, ТМАА представляет собой, например, фактор роста, цитокин или 

интерлейкин, например фактор роста, цитокин или интерлейкин, ассоциированный с ангиогенезом или 

образованием и развитием сосудов. Такие факторы роста, цитокины или интерлейкины могут включать в 

себя, например, фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), основной фактор роста фибробластов (bFGF), 

тромбоцитарный фактор роста (PDGF), фактор роста гепатоцитов (HGF), инсулиноподобный фактор ро-
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ста (IGF) или интерлейкин-8 (IL-8). Опухоли могут также создавать гипоксическую среду, локальную 

для опухоли. Также в других конкретных вариантах осуществления ТМАА представляет собой ассоции-

рованный с гипоксией фактор, например, HIF-1α, HIF-1α, HIF-2α, HIF-2β, HIF-3α или HIF-3β. Опухоли 

могут также вызывать повреждение здоровой ткани, вызывая высвобождение молекул, о которых из-

вестно, что они вызывают повреждение ассоциированных молекул молекулярных паттернов (DAMP; 

также известные как алармины). В определенных других конкретных вариантах осуществления, таким 

образом, ТМАА представляет собой DAMP, например белок теплового шока, хроматин-

ассоциированный Box1-белок из группы белков высокой мобильности (HMGB1), S100A8 (MRP8, кал-

гранулин A), S100A9 (MRP14, калгранулин В), сывороточный амилоид (SAA), или может представлять 

собой дезоксирибонуклеиновую кислоту, аденозинтрифосфат, мочевую кислоту или гепаринсульфат. В 

конкретных вариантах осуществления ТМАА представляет собой VEGF-А, EGF, PDGF, IGF или bFGF. 

В конкретном варианте осуществления, в котором рак представляет собой желудочно-кишечный 

рак, например рак печени, рак желудка, рак пищевода, рак желчного пузыря, рак ободочной и прямой 

кишки, рак анального канала или рак поджелудочной железы, антиген представляет собой антиген, спе-

цифичный или ассоциированный с желудочно-кишечным раком. В конкретном варианте осуществления 

NK-клетки содержат желудочно-кишечный хоминг-рецептор и также содержат CAR с внеклеточным 

доменом, который связывается с антигеном, ассоциированным с желудочно-кишечным раком. В кон-

кретном варианте осуществления внеклеточный домен CAR связывает СЕА. В других конкретных вари-

антах осуществления внеклеточный домен CAR связывает Her2, CA242, MUC1, СА125 или СА19-9. 

В конкретном варианте осуществления, в котором рак представляет собой рак кожи, например ме-

ланому, плоскоклеточную карциному или базально-клеточную карциному, антиген представляет собой 

антиген, специфичный или ассоциированный с раком кожи. В конкретном варианте осуществления  

NK-клетки содержат хоминг-рецептор для кожи и также содержат CAR с внеклеточным доменом, кото-

рый связывается с антигеном, ассоциированным с раком кожи. В конкретном варианте осуществления 

внеклеточный домен CAR связывает HMW-MAA. В других конкретных вариантах осуществления вне-

клеточный домен CAR связывает Her2, GD2, GD3, СЕА или SPAG9. 

В определенных вариантах осуществления внеклеточный домен соединяется с указанным транс-

мембранным доменом посредством линкера, спейсера или шарнирной полипептидной последовательно-

сти, например, последовательностью из CD28. 

5.3.3. Хоминг-рецепторы системы кровообращения. 

В определенных вариантах осуществления хоминг-рецептор вызывает перемещение клетки, содер-

жащей указанный хоминг-рецептор, в систему кровообращения. Такой рецептор в настоящем изобрете-

нии называют "хоминг-рецептор системы кровообращения". В различных вариантах осуществления хо-

минг-рецептор системы кровообращения является хемотаксическим рецептором. В конкретном варианте 

осуществления хемотаксический рецептор представляет собой CXCR4, VEGFR2 или CCR7. 

В одном из вариантов осуществления хоминг-рецептор вызывает перемещение клетки, содержащей 

указанный хоминг-рецептор, в костный мозг. Такой рецептор в настоящем изобретении называют "хо-

минг-рецептор костного мозга". В конкретных вариантах осуществления хоминг-рецептор костного моз-

га представляет собой CXCR4, например, человеческий CXCR4. Под кодами доступа GenBank  

NM 001008540.1 и NM 003467.2 представлены типовые нуклеотидные последовательности для человече-

ского CXCR4. Под кодами доступа GenBank NP 001008540,1 и NP 003458.1 представлены типовые 

аминокислотные последовательности для человеческого CXCR4. Типовые нуклеотидные и аминокис-

лотные последовательности для человеческих хоминг-рецепторов можно найти в таблице. 

В другом варианте осуществления хоминг-рецептор вызывает перемещение клетки, содержащей 

указанный хоминг-рецептор, к вторичному лимфоидному органу, например лимфатическому узлу. Такой 

рецептор в настоящем изобретении называют "хоминг-рецептор вторичного лимфоидного органа". В 

конкретных вариантах осуществления хоминг-рецептор вторичного лимфоидного органа представляет 

собой CCR7, например, человеческий CCR7. Под кодами доступа GenBank NM 001301714.1,  

NM 001301716.1, NM 001301717.1, NM 001301718.1 и NM 001838.3 представлены типовые нуклеотид-

ные последовательности для человеческого CCR7. Под кодами доступа GenBank NP 001288643.1,  

NP 001288645.1 NP 00128864 б.1, NP 001288647.1 и NP 001829.1 представлены типовые аминокислотные 

последовательности для человеческого CCR7. Типовые нуклеотидные и аминокислотные последователь-

ности для человеческих хоминг-рецепторов можно найти в таблице. 

В другом варианте осуществления хоминг-рецептор вызывает перемещение клетки, содержащей 

указанный хоминг-рецептор, в эндотелий сосудов. Такой рецептор в настоящем изобретении называют 

"хоминг-рецептор эндотелия сосудов". В конкретных вариантах осуществления хоминг-рецептор эндо-

телия сосудов представляет собой VEGFR2, например человеческий VEGFR2. Под кодом доступа  

GenBank NM 002253.2 представлены типовые нуклеотидные последовательности для человеческого 

VEGFR2. Под кодом доступа GenBank NP 002244.1 представлены типовые аминокислотные последо-

вательности для человеческого VEGFR2. Типовые нуклеотидные и аминокислотные последовательности 

для человеческих хоминг-рецепторов можно найти в таблице. 
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В другом варианте осуществления хоминг-рецептор вызывает перемещение клетки, содержащей 

указанный хоминг-рецептор, в зону В-клеток лимфатических узлов, например фолликулы лимфатиче-

ского узла. Такой рецептор в настоящем изобретении называют "хоминг-рецептор зоны В-клеток". В 

конкретных вариантах осуществления хоминг-рецептор зоны В-клеток представляет собой CXCR5, на-

пример человеческий CXCR5. Под кодами доступа GenBank NM 001716.4 и NM 032966.2 представле-

ны типовые нуклеотидные последовательности для человеческого CXCR5. Под кодами доступа Gen-

Bank NP 116743.1 и NP 001707.1 представлены типовые аминокислотные последовательности для че-

ловеческого CXCR5. Типовые нуклеотидные и аминокислотные последовательности для человеческих 

хоминг-рецепторов можно найти в таблице. 

В некоторых вариантах осуществления этап конструирования NK-клетки, содержащей хоминг-

рецептор системы кровообращения, включает в себя этап введения в клетки одного или более векторов, 

содержащих последовательность(и) нуклеиновых кислот рецептора(ов), т.е. последовательность(и) нук-

леиновых кислот, кодирующую(ие) рецептор(ы). В конкретных вариантах осуществления вектор содер-

жит нуклеотидную последовательность для человеческого CXCR4, CCR7, VEGFR2 или CXCR5. В опре-

деленном варианте осуществления этап конструирования NK-клетки, содержащей хоминг-рецептор сис-

темы кровообращения, выполняют любым способом, известным специалисту в данной области техники. 

Также в настоящем изобретении описан способ генерации генно-инженерных NK-клеток, которые 

перемещаются в систему кровообращения, включающий в себя этап конструирования NK-клетки, со-

держащей хоминг-рецептор системы кровообращения, например CXCR4, CCR7, VEGFR2 или CXCR5, 

при этом указанный хоминг-рецептор системы кровообращения экспрессируется клеткой на достаточном 

уровне или в достаточном количестве, чтобы вызывать перемещение клетки в систему кровообращения. 

В некоторых вариантах осуществления этап конструирования NK-клетки, содержащей хоминг-рецептор 

системы кровообращения, включает в себя этап введения в клетки одного или более векторов, содержа-

щих последовательность(и) нуклеиновых кислот рецептора(ов), т.е. последовательность(и) нуклеиновых 

кислот, кодирующую(ие) рецептор(ы). В конкретных вариантах осуществления вектор содержит нуклео-

тидную последовательность для человеческого CXCR4, CCR7, VEGFR2 или CXCR5. В определенном 

варианте осуществления этап конструирования NK-клетки, содержащей хоминг-рецептор системы кро-

вообращения, выполняют любым способом, известным специалисту в данной области техники. 

5.3.4. Желудочно-кишечные хоминг-рецепторы. 

В одном из вариантов осуществления хоминг-рецептор вызывает перемещение клетки, содержащей 

указанный хоминг-рецептор, к желудочно-кишечному тракту, например желудочно-кишечным органам, 

тканям или клеткам. Такой рецептор, который вызывает перемещение клетки к желудочно-кишечному 

тракту, в настоящем изобретении называют "желудочно-кишечный хоминг-рецептор". В определенных 

вариантах осуществления желудочно-кишечный хоминг-рецептор представляет собой CCR9 или интег-

рин α4β7, например человеческий CCR9 или человеческий интегрин α4β7. Под кодами доступа  

GenBank NM 031200,2 и NM001256369.1 представлены типовые нуклеотидные последовательности 

для человеческого CCR9. Под кодами доступа GenBank NP 112477.1 и NP 001243298.1 представлены 

типовые аминокислотные последовательности для человеческого CCR9. Под кодами доступа GenBank 

NM 0008 85.4 и NM 000889.2 представлены типовые нуклеотидные последовательности для человече-

ского α4 и человеческого β7 соответственно. Под кодами доступа GenBank NP 000876.3 и NP 000880.1 

представлены типовые аминокислотные последовательности для человеческого α4 и человеческого β7 

соответственно. Типовые нуклеотидные и аминокислотные последовательности для человеческих хо-

минг-рецепторов можно найти в таблице. В некоторых вариантах осуществления NK-клетки дополни-

тельно содержат второй желудочно-кишечный хоминг-рецептор. В некоторых вариантах осуществления 

NK-клетки содержат первый желудочно-кишечный хоминг-рецептор, при этом первый желудочно-

кишечный хоминг-рецептор представляет собой CCR9, и дополнительно содержат второй желудочно-

кишечный хоминг-рецептор, при этом второй желудочно-кишечный хоминг-рецептор представляет со-

бой интегрин α4β7. В других конкретных вариантах осуществления NK-клетки содержат желудочно-

кишечный хоминг-рецептор CXCR3. 

В определенных вариантах осуществления NK-клетки, содержащие один или более желудочно-

кишечных хоминг-рецепторов, расширяются, активируются или и расширяются, и активируются в при-

сутствии метаболита витамина А. В конкретных вариантах осуществления расширение, активация или и 

расширение, и активация происходят in vivo, in vitro или ex vivo. В конкретных вариантах осуществления 

метаболит витамина А представляет собой ретиноевую кислоту. В определенных вариантах осуществле-

ния NK-клетки, содержащие один или более желудочно-кишечных хоминг-рецепторов, дополнительно 

содержат хоминг-рецептор зоны В-клеток. В конкретных вариантах осуществления хоминг-рецептор 

зоны В-клеток представляет собой CXCR5. 

Также в настоящем изобретении описаны способы генерации генетически модифицированных  

NK-клеток, которые перемещаются к желудочно-кишечному тракту, например желудочно-кишечным 

органам, коже или ткани. В определенных вариантах осуществления NK-клетки, содержащие один или 

более хоминг-рецепторов, которые вызывают перемещение клетки, содержащей один или более рецеп-
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торов, к желудочно-кишечному тракту, например CCR9 или интегрин α4β7, генерируют посредством 

способа, включающего в себя этап конструирования NK-клетки, экспрессирующей один или более желу-

дочно-кишечных хоминг-рецепторов. В некоторых вариантах осуществления этап конструирования  

NK-клетки, содержащей один или более желудочно-кишечных хоминг-рецепторов, включает в себя вве-

дение в клетки одного или более векторов, содержащих последовательность нуклеиновых кислот, коди-

рующую хоминг-рецептор. В конкретных вариантах осуществления вектор содержит нуклеотидную по-

следовательность для человеческого CCR9, нуклеотидную последовательность для человеческого интег-

рина α4β7, или обе последовательности. 

В определенных вариантах осуществления NK-клетки, которые перемещаются к желудочно-

кишечному тракту, генерируют посредством способа, включающего в себя этап обработки клеток моле-

кулой, которая индуцирует экспрессию одного или более желудочно-кишечных хоминг-рецепторов, на-

пример CCR9 или α4β7. В конкретных вариантах осуществления молекула представляет собой витамин 

А. 

В определенных вариантах осуществления способ для генерации генетически модифицированных 

NK-клеток, которые содержат один или более рецепторов, которые вызывают перемещение клеток, со-

держащих эти один или более рецепторов, к желудочно-кишечному тракту, включает в себя этап расши-

рения клеток, и данный этап выполняют в присутствии метаболита витамина А. В определенных вариан-

тах осуществления способ для генерации генетически модифицированных NK-клеток, которые содержат 

один или более рецепторов, вызывающих перемещение к желудочно-кишечному тракту, включает в себя 

этап активирования клеток, и данный этап выполняют в присутствии метаболита витамина А. В опреде-

ленных вариантах осуществления и этапы расширения, и этапы активирования выполняют в присутствии 

метаболита витамина А. В определенных вариантах осуществления метаболит витамина А представляет 

собой ретиноевую кислоту. В определенном варианте осуществления этап конструирования NK-клетки, 

содержащей желудочно-кишечный хоминг-рецептор, выполняют любым способом, известным специали-

сту в данной области техники. 

5.3.5. Хоминг-рецепторы кожи. 

В одном из вариантов осуществления хоминг-рецептор вызывает перемещение клетки, содержащей 

указанный хоминг-рецептор, в кожу, например ткани или клетки кожи. В определенных вариантах осу-

ществления хоминг-рецептор кожи представляет собой CCR10, CCR8, CCR4 или CLA, например челове-

ческий CCR10, человеческий CCR8, человеческий CCR4 или человеческий CLA. Под кодами доступа 

GenBank NM 016602.2 и AF215981.1 представлены типовые нуклеотидные последовательности для 

человеческого CCR10. Под кодами доступа GenBank NP 057 686.2 и Р46092.3 представлены типовые 

аминокислотные последовательности для человеческого CCR10. Под кодами доступа GenBank  

NM 005201.3 и ВС107159.1 представлены типовые нуклеотидные последовательности для человеческого 

CCR8. Под кодами доступа GenBank NP 005192.1 и AAI07160,1 представлены типовые аминокислот-

ные последовательности для человеческого CCR8. Под кодом доступа GenBank NM 005508.4 пред-

ставлена типовая нуклеотидная последовательность для человеческого CCR4. Под кодом доступа  

GenBank P51679.1 представлена типовая аминокислотная последовательность для человеческого 

CCR4. Под кодами доступа GenBank NM 001206609.1 и NM 003006.4 представлены типовые нуклео-

тидные последовательности для человеческого CLA. Под кодами доступа GenBank NP 001193538.1 и 

NP 002997.2 представлены типовые аминокислотные последовательности для человеческого CLA. Типо-

вые нуклеотидные и аминокислотные последовательности для человеческих хоминг-рецепторов можно 

найти в таблице. В некоторых вариантах осуществления NK-клетки дополнительно содержат второй хо-

минг-рецептор кожи. В некоторых вариантах осуществления NK-клетки содержат первый хоминг-

рецептор кожи, при этом первый хоминг-рецептор кожи представляет собой CCR10, и дополнительно 

содержат второй хоминг-рецептор кожи, при этом второй хоминг-рецептор кожи представляет собой 

CLA. В некоторых вариантах осуществления NK-клетки содержат первый хоминг-рецептор кожи, при 

этом первый хоминг-рецептор кожи представляет собой CCR10, и дополнительно содержат второй хо-

минг-рецептор кожи, при этом второй хоминг-рецептор кожи представляет собой CCR4. В некоторых 

вариантах осуществления NK-клетки содержат первый хоминг-рецептор кожи, при этом первый хоминг-

рецептор кожи представляет собой CCR4, и дополнительно содержат второй хоминг-рецептор кожи, при 

этом второй хоминг-рецептор кожи представляет собой CLA. В некоторых вариантах осуществления 

NK-клетки дополнительно содержат третий хоминг-рецептор кожи. В некоторых вариантах осуществле-

ния NK-клетки содержат первый хоминг-рецептор кожи, при этом первый хоминг-рецептор кожи пред-

ставляет собой CCR10, дополнительно содержат второй хоминг-рецептор кожи, при этом второй хоминг-

рецептор кожи представляет собой CCR4, и дополнительно содержат третий хоминг-рецептор кожи, при 

этом третий хоминг-рецептор кожи представляет собой CLA. В некоторых вариантах осуществления 

NK-клетки содержат первый хоминг-рецептор кожи, при этом первый хоминг-рецептор кожи представ-

ляет собой CCR8, и дополнительно содержат второй хоминг-рецептор кожи, при этом второй хоминг-

рецептор кожи представляет собой CLA, CCR4 или CCR10. В некоторых вариантах осуществления  

NK-клетки содержат первый хоминг-рецептор кожи, при этом первый хоминг-рецептор кожи представ-
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ляет собой CCR8, и дополнительно содержат второй хоминг-рецептор кожи, при этом второй хоминг-

рецептор кожи представляет собой CLA, CCR4 или CCR10, и дополнительно содержат третий хоминг-

рецептор кожи, при этом третий хоминг-рецептор кожи отличается от второго хоминг-рецептора кожи и 

выбирается из группы, состоящей из CLA, CCR4 и CCR10. В некоторых вариантах осуществления  

NK-клетки дополнительно содержат третий хоминг-рецептор кожи. В некоторых вариантах осуществле-

ния NK-клетки содержат первый хоминг-рецептор кожи, при этом первый хоминг-рецептор кожи пред-

ставляет собой CCR10, дополнительно содержат второй хоминг-рецептор кожи, при этом второй хоминг-

рецептор кожи представляет собой CCR4, дополнительно содержат третий хоминг-рецептор кожи, при 

этом третий хоминг-рецептор кожи представляет собой CLA, и дополнительно содержат четвертый хо-

минг-рецептор кожи, при этом четвертый хоминг-рецептор кожи представляет собой CCR8. В опреде-

ленных вариантах осуществления NK-клетки содержат один или более хоминг-рецепторов кожи. В дру-

гих конкретных вариантах осуществления NK-клетки содержат хоминг-рецептор кожи CCR6. 

В определенных вариантах осуществления NK-клетки, содержащие один или более хоминг-

рецепторов кожи, расширяются, активируются или и расширяются, и активируются в присутствии мета-

болита витамина D. В конкретных вариантах осуществления расширение, активация или и расширение, и 

активация происходят in vivo, in vitro или ex vivo. В конкретных вариантах осуществления метаболит 

витамина D представляет собой 1,25-дигидроксихолекальциферол (1,25(ОН)2D3). В определенных вари-

антах осуществления NK-клетки, содержащие один или более хоминг-рецепторов кожи, расширяются, 

активируются или и расширяются, и активируются в присутствии IL-12. В конкретных вариантах осуще-

ствления расширение, активация или и расширение, и активация происходят in vivo, in vitro или  

ex vivo. В более конкретных вариантах осуществления NK-клетки, содержащие один или более хоминг-

рецепторов кожи, расширяются, активируются или и расширяются, и активируются в присутствии мета-

болита витамина D и IL-12. В конкретных вариантах осуществления расширение, активация или и рас-

ширение, и активация происходят in vivo, in vitro или ex vivo. В определенных вариантах осуществления 

NK-клетки, содержащие один или более хоминг-рецепторов кожи, дополнительно содержат хоминг-

рецептор зоны В-клеток. В конкретных вариантах осуществления хоминг-рецептор зоны В-клеток пред-

ставляет собой CXCR5. 

Также в настоящем изобретении описаны способы генерации генетически модифицированных  

NK-клеток, которые перемещаются в кожу, например ткани или клетки кожи. В определенных вариантах 

осуществления NK-клетки, которые перемещаются в кожу, генерируют посредством способа, включаю-

щего в себя этап конструирования NK-клетки, содержащей хоминг-рецептор кожи, например CCR4, 

CCR8, CCR10 или CLA. В некоторых вариантах осуществления этап конструирования NK-клетки, со-

держащей хоминг-рецептор кожи, включает в себя введение в клетки одного или более векторов, содер-

жащих последовательность(и) нуклеиновых кислот рецептора(ов), т.е. последовательность(и) нуклеино-

вых кислот, кодирующую(ие) рецептор(ы). В конкретных вариантах осуществления вектор содержит 

нуклеотидную последовательность для человеческого CCR10, нуклеотидную последовательность для 

человеческого CLA, или обе последовательности. В конкретных вариантах осуществления вектор содер-

жит нуклеотидную последовательность для человеческого CCR4 и, необязательно, содержит нуклеотид-

ную последовательность для человеческого CLA. В конкретных вариантах осуществления вектор содер-

жит нуклеотидную последовательность для человеческого CCR4 и нуклеотидную последовательность 

для человеческого CCR10. В конкретных вариантах осуществления вектор содержит нуклеотидную по-

следовательность для человеческого CCR10, нуклеотидную последовательность для человеческого CCR4 

и нуклеотидную последовательность для человеческого CLA. В конкретных вариантах осуществления 

вектор содержит нуклеотидную последовательность для человеческого CCR8. В конкретных вариантах 

осуществления вектор содержит нуклеотидную последовательность для человеческого CCR8 и, необяза-

тельно, нуклеотидную последовательность для человеческого CLA. В конкретных вариантах осуществ-

ления вектор содержит нуклеотидную последовательность для человеческого CCR8 и нуклеотидную по-

следовательность для человеческого CCR10. В конкретных вариантах осуществления вектор содержит 

нуклеотидную последовательность для человеческого CCR8, нуклеотидную последовательность для че-

ловеческого CCR4 и нуклеотидную последовательность для человеческого CLA. В конкретных вариан-

тах осуществления вектор содержит нуклеотидную последовательность для человеческого CCR8, нук-

леотидную последовательность для человеческого CCR10 и нуклеотидную последовательность для чело-

веческого CLA. В конкретных вариантах осуществления вектор содержит нуклеотидную последователь-

ность для человеческого CCR8, нуклеотидную последовательность для человеческого CCR4 и нуклео-

тидную последовательность для человеческого CCR10. В конкретных вариантах осуществления вектор 

содержит нуклеотидную последовательность для человеческого CCR8, нуклеотидную последователь-

ность для человеческого CCR4, нуклеиновую кислоту для CCR10 и нуклеотидную последовательность 

для человеческого CLA. 

В определенных вариантах осуществления клетки, например NK-клетки, которые перемещаются к 

коже, генерируют посредством способа, включающего в себя этап обработки клеток, например  

NK-клеток, молекулой, которая индуцирует, например повышает, экспрессию одного или более хоминг-

рецепторов кожи, например CCR4, CCR10, CCR8 или CLA. В конкретных вариантах осуществления мо-
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лекула представляет собой витамин D. В определенных вариантах осуществления индуцированию экс-

прессии хоминг-рецепторов кожи способствуют посредством обработки клеток, например NK-клеток, 

IL-12, например контактирования клеток с IL-12 в количестве и в течение периода времени, являющихся 

достаточными для повышения экспрессии одного или более из CCR4, CCR8, CCR10 или CLA указанны-

ми клетками. 

В определенных вариантах осуществления способ для генерации NK-клеток, которые содержат 

один или более хоминг-рецепторов, которые вызывают перемещение клетки, содержащей один или бо-

лее этих рецепторов, в кожу, включает в себя этап расширения клеток, и этот этап выполняют в присут-

ствии метаболита витамина D и, необязательно, IL-12. В определенных вариантах осуществления способ 

для генерации NK-клеток, которые содержат один или более рецепторов, которые вызывают перемеще-

ние клетки, содержащей один или более этих рецепторов, к желудочно-кишечному тракту, включает в 

себя этап активирования клеток, и этот этап выполняют в присутствии метаболита витамина D и, необя-

зательно, IL-12. В определенных вариантах осуществления и этапы расширения, и этапы активирования 

выполняют в присутствии метаболита витамина D и, необязательно, IL-12. В определенных вариантах 

осуществления метаболит витамина D представляет собой 1,25(OH)2D3. В определенном варианте осу-

ществления этап конструирования NK-клетки, содержащей хоминг-рецептор кожи, выполняют любым 

способом, известным специалисту в данной области техники. 

Типовые нуклеотидные и аминокислотные последовательности  

для человеческих хоминг-рецепторов 
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5.3.6. Полинуклеотид для генерации CAR и/или хоминг-рецептора. 

В настоящем изобретении описаны полинуклеотидные последовательности (т.е. последовательно-

сти нуклеиновых кислот), которые кодируют химерные рецепторы и хоминг-рецепторы. Полинуклеоти-

ды могут содержаться в пределах любого полинуклеотидного вектора, подходящего для трансформации 

иммуноцитов, например, NK-клеток. Например, NK-клетки могут быть трансформированы с применени-

ем синтетических векторов, лентивирусных или ретровирусных векторов, автономно реплицирующихся 

плазмид, вируса (например, ретровируса, лентивируса, аденовируса или вируса герпеса) и т.п., содержа-

щих полинуклеотиды, кодирующие первый и второй полипептиды (например, химерные рецепторы). 

Лентивирусные векторы, подходящие для трансформации NK-клеток, включают, но не ограничены ука-

занным, например, лентивирусные векторы, описанные в патентах США № 5994136; 6165782; 6428953; 

7083981 и 7250299, раскрытия которых включены в настоящее описание посредством ссылки во всей их 

полноте. Векторы ВИЧ, подходящие для трансформации NK-клеток, включают, но не ограничены ука-
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занным, например векторы, описанные в патенте США № 5665577, изобретение которого включено в 

настоящее описание посредством ссылки во всей его полноте. 

Нуклеиновые кислоты, пригодные для продуцирования полипептидов, описанных в настоящем рас-

крытии, например, в пределах NK-клетки включают ДНК, РНК или аналоги нуклеиновых кислот. Анало-

ги нуклеиновых кислот могут быть модифицированы в основном компоненте, сахарном компоненте или 

фосфатном остове и могут содержать замену дезоксиуридина на дезокситимидин, 5-метил-2'-

дезоксицитидин или замену 5-бромо-2'-дезоксицитидина на дезоксицитидин. Модификации сахарного 

компонента могут включать в себя модификацию 2'-гидроксила сахара рибозы с формированием  

2'-О-метил или 2'-O-аллил сахаров. Дезоксирибозный фосфатный остов может быть модифицирован с 

целью получения морфолино нуклеиновых кислот, в которых каждый основной компонент соединен с  

6-членным морфолино-кольцом, или пептидных нуклеиновых кислот, в которых дезоксифосфатный ос-

тов заменен на псевдопептидный остов, и четыре основания сохраняются. См., например, Summerton and 

Weller (1997), Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 7:187-195; и Hyrup и соавт. (1996), Bioorgan. Med. Chain. 

4:5-23. Кроме того, дезоксифосфатный остов может быть заменен, например, на тиофосфатный или ди-

тиофосфатный остов, фосфороамидатный или алкил-фосфотриэфирный остов. 

Нуклеиновая кислота, кодирующая полипептид, описанный в настоящем раскрытии, может быть 

введена в клетки-хозяева как часть вектора, такого как, например, экспрессионный вектор. Кроме того, 

полипептид, описанный в настоящем раскрытии, может быть продуцирован посредством трансфициро-

вания клетки-хозяина нуклеиновой кислотой, кодирующей такой полипептид, и такая нуклеиновая ки-

слота может являться частью вектора. В конкретном варианте осуществления вектор представляет собой 

экспрессионный вектор, который способен направлять экспрессию нуклеиновой кислоты, кодирующей 

полипептид, описанный в настоящем раскрытии. Неограничивающие примеры экспрессионных векторов 

включают в себя, но не ограничены указанным, плазмиды и вирусные векторы, такие как дефектные по 

репликации ретровирусы, аденовирусы, адено-ассоциированные вирусы, вирус псевдочумы, вирус ко-

ровьей оспы и бакуловирусы. Стандартные методики молекулярной биологии могут применяться для 

введения нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептид, описанный в настоящем раскрытии, в экс-

прессионный вектор. 

Экспрессионный вектор содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую полипептид, описанный в 

настоящем раскрытии, в форме, подходящей для экспрессии нуклеиновой кислоты в клетке-хозяине или 

не являющемся человеком субъекте. В конкретном варианте осуществления экспрессионный вектор со-

держит одну или более регуляторных последовательностей, выбранных на основе клеток-хозяев, кото-

рые будут использоваться для экспрессии, которые являются функционально связанными с нуклеиновой 

кислотой, которая должна быть экспрессирована. В пределах описания экспрессионного вектора предпо-

лагается, что термин "функционально связанный" означает, что интересующая нуклеиновая кислота свя-

зана с регуляторной(ыми) последовательностью(ями) таким образом, который позволяет осуществлять 

экспрессию нуклеиновой кислоты (например, в системе транскрипции/трансляции in vitro или в клетке-

хозяине, когда вектор вводится в клетку-хозяина). Регуляторные последовательности включают в себя 

промоторы, энхансеры и другие управляющие экспрессией элементы (например, сигналы полиаденили-

рования). Регуляторные последовательности включают последовательности, которые направляют кон-

ститутивную экспрессию нуклеиновой кислоты во многих типах клеток-хозяев, последовательности, 

которые направляют экспрессию нуклеиновой кислоты только в определенных клетках-хозяевах (напри-

мер, тканеспецифичные регуляторные последовательности), и последовательности, которые направляют 

экспрессию нуклеиновой кислоты после стимуляции конкретным средством (например, индуцибельные 

регуляторные последовательности). Специалистам в данной области техники будет понятно, что конст-

рукция экспрессионного вектора может зависеть от таких факторов, как, например, выбор клетки-

хозяина, которая будет подвергнута трансформации, уровень экспрессии требуемого белка и т.д. 

Экспрессионный вектор может быть введен в клетки-хозяева через обычные методики трансформа-

ции или трансфекции. Такие методики включают в себя, но не ограничены указанным, соосаждение 

фосфатом кальция или хлоридом кальция, трансфекцию, опосредованную DEAE-декстраном, липофек-

цию и электропорацию. 

Соответствующие способы для трансформирования или трасфекции клеток-хозяев можно найти в 

Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning - A Laboratory Manual, 2
nd

 Edition, Cold Spring Harbor Press, New 

York и в других лабораторных справочниках. В определенных вариантах осуществления клетка-хозяин 

подвергается транзиентной трансфекции экспрессионным вектором, содержащим нуклеиновую кислоту, 

кодирующую полипептид, описанный в настоящем раскрытии. В других вариантах осуществления клет-

ка-хозяин подвергается стабильной трансфекции экспрессионным вектором, содержащим нуклеиновую 

кислоту, кодирующую полипептид, описанный в настоящем раскрытии. 

Клетки, содержащие любой полинуклеотид, могут быть выбраны с использованием одного или бо-

лее селектируемых маркеров. 

5.4. Способы лечения гематологических нарушений или солидных опухолей. 

В настоящем изобретении представлены способы лечения гематологического нарушения или со-

лидной опухоли с применением NK-клеток или генетически модифицированных NK-клеток (например,  
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NK-клеток, содержащих CAR и/или хоминг-рецептор), в соответствии с описанным выше. 

5.4.1. Комбинированная терапия NK. 

В одном из аспектов, представленных в настоящем раскрытии, способы лечения гематологического 

нарушения или солидной опухоли у нуждающегося в этом субъекта включают в себя: 

(a) введение указанному субъекту изолированной популяции естественных клеток-киллеров (NK) 

или фармацевтической композиции с ней или изолированной популяции генетически модифицирован-

ных NK-клеток (например, NK-клеток, содержащих CAR и/или хоминг-рецептор) или фармацевтической 

композиции с ней; и 

(b) введение указанному субъекту второго средства или фармацевтической композиции с ним. Вто-

рое средство может представлять собой любое фармацевтически приемлемое средство, которое может 

применяться для лечения гематологического нарушения или солидной опухоли, и включает, но не огра-

ничено указанным, антитело (например, моноклональное антитело), биспецифичный активатор клеток-

киллеров (BiKE), противовоспалительное средство, иммуномодулирующее средство (например, имму-

номодулирующее соединение в соответствии с описанным в разделе 5.2.7.1), цитотоксическое средство, 

вакцину против рака, химиотерапевтическое средство, ингибитор HDAC или миРНК. 

5.4.1.1. Комбинации NK с антителами. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент. 

При использовании в настоящем изобретении термины "антитело", и "иммуноглобулин", и "Ig" яв-

ляются терминами данной области техники и могут использоваться взаимозаменяемо в настоящем изо-

бретении и относятся к молекуле с сайтом связывания антигена, который специфично связывает антиген. 

Антитела могут включать, например, моноклональные антитела, рекомбинантно продуцированные 

антитела, моноспецифичные антитела, мультиспецифичные антитела (включая биспецифичные антите-

ла), человеческие антитела, гуманизированные антитела, такие как композитные человеческие антитела 

или деиммунизированные антитела, мышиные антитела (например, антитела мыши или крысы), химер-

ные антитела, синтетические антитела и тетрамерные антитела, содержащие две молекулы тяжелых цепи 

и две молекулы легкой цепи. В конкретных вариантах осуществления антитела могут включать в себя, но 

не ограничены указанным, мономер легкой цепи антитела, мономер тяжелой цепи антитела, димер лег-

кой цепи антитела, димер тяжелой цепи антитела, пару легкой цепи антитела и тяжелой цепи антитела, 

внутриклеточные антитела, гетероконъюгатные антитела, однодоменные антитела и моновалентные ан-

титела. В конкретном варианте осуществления антитела могут включать в себя антигенсвязывающие 

фрагменты или эпитопсвязывающие фрагменты, такие как, но не ограниченные указанным, одноцепо-

чечные антитела или одноцепочечные Fv (scFv) (например, включая моноспецифичные, биспецифичные 

и т.д.), камелизированные антитела, аффитела, фрагменты Fab, фрагменты F(ab'), фрагменты F ab')2 и 

дисульфид-связанные Fv (sdFv). В конкретных вариантах осуществления антитела, описанные в настоя-

щем раскрытии, относятся к моноклональным антителам. 

Антитела могут иметь любой тип (например, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA или IgY), любой класс (напри-

мер, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA1 или IgA2) или любой подкласс (например, IgG2a или IgG2b) молекулы им-

муноглобулина. В определенных вариантах осуществления антитела, описанные в настоящем раскрытии, 

являются антителами IgG или их классом (например, человеческий IgG1, IgG2 или IgG4) или подклассом. 

В определенных вариантах осуществления антитела, описанные в настоящем раскрытии, являются анти-

телами IgG2 (например, человеческими IgG2) или их подклассом (например, человеческими IgG2a, или 

человеческими IgG2b, или их смесью). В определенных вариантах осуществления антитела, описанные в 

настоящем раскрытии, являются антителами IgG1 (например, человеческими IgG1) или их подклассом. В 

определенных вариантах осуществления антитела IgG1, описанные в настоящем раскрытии, содержат 

одну или более аминокислотных замен и/или делеций в константной области. 

При использовании в настоящем изобретении термин "моноклональное антитело" является терми-

ном, хорошо известным в технике, который относится к антителу, полученному из популяции гомоген-

ных или по существу гомогенных антител. Термин "моноклональное" не ограничен каким-либо конкрет-

ным способом создания антитела. Обычно популяция моноклональных антител может генерироваться 

клетками, популяциями клеток или клеточной линией. В конкретных вариантах осуществления "моно-

клональное антитело" при использовании в настоящем изобретении является антителом, продуцирован-

ным единственной клеткой или клеточной линией, при этом антитело иммуноспецифично связывается с 

эпитопом, что определяют, например, посредством ELISA или другой реакции связывания антигена или 

конкурентно-связывающим анализом, известным в технике. В конкретных вариантах осуществления мо-

ноклональное антитело может являться химерным антителом или гуманизированным антителом. В опре-

деленных вариантах осуществления моноклональное антитело является моновалентным антителом или 

поливалентным (например, бивалентным) антителом. 

В конкретных вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент специ-

фично связывается с ассоциированным с опухолью антигеном (ТАА), который описывается в разделе 

5.3.2. В дальнейшем конкретном варианте осуществления антитело или его антигенсвязывающий фраг-

мент связывается с CS-1. В более конкретном варианте осуществления антитело или его антигенсвязы-
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вающий фрагмент представляет собой элотузумаб или его антигенсвязывающий фрагмент. В дальней-

шем конкретном варианте осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент связывается 

с CD20. 

В конкретных вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент специ-

фично связывается с ассоциированным с микроокружением опухоли антигеном (ТМАА), который опи-

сывается в разделе 5.3.2. 

В конкретных вариантах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент специ-

фично связывается и противодействует активности белка иммунной контрольной точки. В более кон-

кретных вариантах осуществления белок иммунной контрольной точки представляет собой CTLA-4,  

PD-1, PD-L1, PD-L2 или LAG-3. В более конкретных вариантах относящийся к иммунной контрольной 

точке белок представляет собой BTLA, KIR, TIM-3, A2aR, B7-H3 или В7-Н4. В других конкретных вари-

антах осуществления антитело или его антигенсвязывающий фрагмент специфично связывается и проти-

водействует активности костимулирующего сигнального белка. В более конкретных вариантах осущест-

вления костимулирующий сигнальный белок представляет собой ICOS, CD28, 4-1ВВ, ОХ40, CD27 или 

CD40. 

5.4.1.2. Комбинации NK с биспецифичными активаторами клеток-киллеров. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой биспецифичный ак-

тиватор клеток-киллеров (BiKE). 

BiKE представляют собой реагенты, которые содержат два одноцепочечных вариабельных фраг-

мента (scFv) и специфично активируют как клетки-мишени (например, опухолевые клетки или инфици-

рованные клетки), так и NK-клетки, с тем чтобы опосредовать уничтожение клеток-мишеней. Они при-

меняются для локализации клеток-мишеней (например, опухолевых клеток или инфицированных клеток) 

с NK-клетками и, таким образом, запуска опосредованной NK-клетками антителозависимой клеточно-

опосредованной цитотоксичности (ADCC). BiKE могут генерироваться любым способом, известным в 

технике, например, в соответствии с описанным в Gleanson, M.K., et al., Mol Cancer Ther, 11:2674-2684 

(2012); Vallera, D.А., et al., Cancer Biother Radiopharm, 28:274-282 (2013); Wiernik, А., et al., Clin Cancer 

Res, 19:3844-3855 (2013); Reiners, K.S., et al., Mol. Ther., 21:895-903 (2013); Singer, H., et al., J. Immuno-

ther., 33:599-608 (2010); or Gleason, M.K., et al., Blood, 123:3016-3026 (2014). Один scFv BiKE специфично 

связывается с антигеном на поверхности клеток-мишеней (например, опухолевых клеток или инфициро-

ванных клеток), и другой scFv специфично связывается с рецептором (например, Fc-рецептором, таким 

как CD16) на клетках NK. 

В конкретных вариантах осуществления BiKE содержит первый scFv, который специфично связы-

вается с ТАА, который описывается в разделе 5.3.2. В дальнейших конкретных вариантах осуществления 

BiKE содержит второй scFv, который специфично связывается с CD16. 

5.4.1.3. Комбинации NK с другими противораковыми средствами. 

Другие противораковые средства, которые могут быть применены в качестве второго средства, из-

вестны в технике и включают в себя противовоспалительные средства, иммуномодулирующие средства, 

цитотоксические средства, вакцины против рака, химиотерапевтические средства, ингибиторы HDAC и 

миРНК. Конкретные противораковые средства, которые могут быть введены индивиду, имеющему рак, 

например индивиду, имеющему опухолевые клетки, в дополнение к клеткам NK, продуцированным с 

применением способов, описанных в настоящем раскрытии, и, необязательно, перфузату, клеткам пер-

фузата, естественным клеткам-киллерам, отличным от NK-клеток, продуцированных с применением 

способов, описанных в настоящем раскрытии, включают в себя, но не ограничены указанным, ацивицин; 

акларубицин; акодазола гидрохлорид; акронин; адозелезин; алдеслейкин; альтретамин; амбомицин; аме-

тантрона ацетат; амсакрин; анастрозол; антрамицин; аспарагиназу (например, из Erwinia chrysan;  

Erwinaze); асперлин; авастин (бевацизумаб); азацитидин; азетепа; азотомицин; батимастат; бензодепу; 

бикалутамид; бисантрена гидрохлорид; биснафида димезилат; бизелизин; блеомицина сульфат; брекви-

нар натрия; бропиримин; бусульфан; кактиномицин; калустерон; карацемид; карбетимера; целекоксиб 

(ингибитор СОХ-2); СС 122; СС 486 (оральный азацитидин); церубидин; хлорамбуфил; циролемицин; 

цисплатин; кладрибин; кризнатола мезилат; циклофосфамид; цитарабин; дакарбазин; дактиномицин; 

даунорубицина гидрохлорид; децитабин; дексормаплатин; дезагуанин; дезагуанина мезилат; дизиквон; 

доцетаксел; доксорубицин; доксорубицина гидрохлорид; дролоксифен; дролоксифена цитрат; дромоста-

нолона пропионат; дуазомицин; эдатрексат; эфлорнитина гидрохлорида; элсамитруцин; элспар; энлопла-

тин; энпромат; эпипропидин; эпирубицина гидрохлорид; эрбулозол; эзорубицина гидрохлорид; эстраму-

стин; эстрамустина фосфата натрия; этанидазол; этопозид; этопозид фосфат; этропофос; этоприн; фадро-

зола гидрохлорид; фазарабин; фенретинид; флоксуридин; флударабина фосфат; фторурацил; флуроцита-

бин; фосвидон; фостриецин натрия; гемцитабин; гемцитабина гидрохлорид; гидроксимочевину; идами-

цин; идарубицина гидрохлорид; ифосфамид; илмофозин; ипроплатин; иринотекан; иринотекана гидро-

хлорид; ланреотида ацетат; летрозол; лейпролида ацетат; лиарозола гидрохлорид; лометрексол натрия; 

ломустин; лозоксантрона гидрохлорид; мазопрокол; майтанзин; мехлоретамина гидрохлорид; мегестрола 

ацетат; меленгестрола ацетат; мелфалан; меногарил; меркаптопурин; метотрексат; метотрексат натрия; 

метоприн; метуредеп; митиндомид; митокарцин; митокромин; митогиллин; митомалцин; митомицин; 
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митоспер; митотан; митоксантрона гидрохлорид; микофенольную кислоту; нокодазол; ногаламицин; ор-

маплатин; оксисуран; паклитаксел; пегаспаргаза; пелиомицин; пентамустин; пепломицина сульфат; пер-

фосфамид; пипоброман; пипосульфан; пироксантрона гидрохлорид; пликамицин; пломестан; порфимер 

натрия; порфиромицин; преднимустин; прокарбазин гидрохлорида; пролейкин; пуринетол; пуромицин; 

пуромицина гидрохлорид; пиразофурин; ревматрекс; рибоприн; сафингол; сафингола гидрохлорид; се-

мустин; симтразен; спарфосат натрия; спарсомицин; спирогермания гидрохлорид; спиромустин; спироп-

латин; стрептонигрин; стрептозоцин; сулофенур; таблоид; тализомицин; текогалан натрия; таксотер; те-

гафур; телоксантрона гидрохлорид; темопорфин; тенипозид; тероксирон; тестолактон; тиамиприн; тио-

гуанин; тиотепу; тиазофурин; тирапазамин; топозар; торемифена цитрат; трестолона ацетат; трексол; 

трицирибина фосфат; триметрексат; триметрексата глюкуронат; трипторелина, тубулозола гидрохлорид; 

урамустин; уредепу; вапреотид; вертепорфин; винбластина сульфат; винкристина сульфат; виндезин; 

виндезина сульфат; винепидина сульфат; винглицината сульфат; винлеурозина сульфат; винорелбина 

тартрат; винрозидина сульфат; винзолидина сульфат; ворозол; зениплатин; зиностатин; зорубицина гид-

рохлорид. 

Другие препараты против рака включают в себя, но не ограничены указанным, 20-эпи-1,25-

дигидроксивитамин D3; 5-этинилурацил; абиратерон; акларубицин; ациофульвен; адеципенол; адозеле-

зин; альдеслейкин, антагонисты ALL-TK; альтретамин; амбамустин; амидокс; амифостин; аминолевули-

новая кислота; амрубицин; амсакрин; анагрелид; анастрозол; андрографолид; ингибиторы ангиогенеза; 

антагонист D; антагонист G; антареликс; анти-дорсалинизирующий морфогенетический белок-1; антиан-

дроген для карциномы простаты; антиэстроген; антинеопластон; антисмысловые олигонуклеотиды; афи-

диколина глицинат; модуляторы генов апоптоза; регуляторы апоптоза; апуриновую кислоту;  

ара-CDP-DL-PTBA; деаминазу аргинина; асулакрин; атаместан; атримустин; аксинастатин 1; аксинаста-

тин 2; аксинастатин 3; азасетрон; азатоксин; азатирозин; производные баккатина; баланол; батимастат; 

антагонисты BCR/ABL; бензохлорины; бензоилстауроспорин; производные беталактама; бета-алетин; 

бетакламицин В; бетулиновую кислоту; ингибитор bFGF; бикалутамид; бисантрен; бисазиридинилспер-

мин; биснафид; бистратен А; бизелизин; брефлат; бропиримин; будотитан; бутионина сульфоксимин; 

кальципотриол; кальфостин С; камптозар (также называемый кампто; иринотекан); производные кампто-

тецина; капецитабин; карбоксамидаминотриазол; карбоксиамидотриазол; CaRest М3; CARN 700, ингиби-

тор, полученный из хряща; карзелизин; ингибиторы казеинкиназы (ICOS); кастаноспермин; цекропин В; 

цетрореликс; хлорины; хлорквиноксалина сульфонамид; цикапрост; цис-порфирин; кладрибин; аналоги 

кломифена; клотримазол; коллисмицин А; коллисмицин В; комбрестатин А4; аналог комбрестатина; ко-

нагенин; крамбесцидин 816; кризнатол; криптофицин 8; производные криптофицина А; курацин А; цик-

лопентантраквиноны; циклоплатам; ципемицин; цитарабина окфосфат; цитолитический фактор; цитоста-

тин; дакликсимаб; децитабин; дегидродидемнин В; деслорелин; дексаметазон; дексифосфамид; декстра-

зоксан; дексверапамил; диазиквон; дидемнин В; дидокс; диэтилнорспермин; дигидро-5-азацитидин; ди-

гидротаксола, 9-; диоксамицин; дифенилспиромустин; доцетаксел; докозанол; долазетрон; доксифлури-

дин; доксорубицин; дролоксифен; дронабинол; дуокармицин SA; эбзелен; экомустин; эдельфозин; эдре-

коломаб; эфлорнитин; элемен; эмитефур; эпирубицин; эпристерид; аналог эстрамустин; агонисты эстро-

гена; антагонисты эстрогена; этанидазол; этопозида фосфат; экземестан; фадрозол; фазарабин; фенрети-

нид; филграстим; финастерид; флавопиртдол; флезеластин; флуастерон; флударабин; фтордаунорубици-

на гидрохлорид; форфенимекс; форместан; фостриецин; фотемустин; гадолиния тексафирин; галлия нит-

рат; галоцитабин; ганиреликс; ингибиторы желатиназы; гемцитабин; ингибиторы глутатиона; гепсуль-

фам; герегулин; гексаметилена бисацетамид; гиперицин; ибандроновая кислота; идарубицин; идоксифен; 

идрамантон; илмофозин; иломастат; иматиниб (например, гливек); имиквимод; иммуностимулирую-

щие пептиды; ингибитор инсулиноподобного рецептора фактора роста-1; агонисты интерферона; интер-

фероны; интерлейкины; йобенгуан; йододоксорубицин; ипомеанол, 4-ипролакт; ирсогладин; изобенга-

зол; изогомогаликондрин В; итазетрон; ясплакинолид; кагалалид F; ламелларина-N триацетат; ланрео-

тид; лейнамицин; ленограстим; лентинана сульфата, лептолстатин; летрозол; ингибирующий фактор 

лейкемии; альфаинтерферона лейкоцит; лейпролид
+
эстроген

+
прогестерон; лейпрорелин; левамизол; лиа-

розол; аналог линейного полиамина; липофильный дисахаридный пептид; липофильные соединения пла-

тины; лиссоклинамид 7; лобаплатин; ломбрицин; лометрексол; лонидамин; лозоксантрон; локсорибин; 

луртотекан; лутетия тексафирин; лизофиллин; литические пептиды; майтанзин; манностатин А; марима-

стат; мазопрокол; маспин; ингибиторы матрилизина; ингибиторы матрицы металлопротеиназы; менога-

рил; мербарон; метерелин; метиониназа; метоклопрамид; ингибитор MIF; мифепристон; милтефозин; 

миримостим; митоквазон; митолактол; аналоги митомицина; митонафид; фактор роста митотоксина 

фибробласта-сапорин; митоксантрон; мофаротен; молграмостим; антитело против EGFR (например, эр-

битукс(цетуксимаб)); антитело против CD19; антитело против CD20 (например, ритуксимаб); антитело 

против дизиалоганглиозида (GD2); антитело (например, моноклональное антитело, 3F8 или ch14>18); 

антитело против ErbB2 (например, герцептин); хорионический гонадотропин человека; монофосфорил 

липид А
+
миобактериальная клеточная стенка sk; мопидамол; горчичное противораковое средство; мика-

пероксид В; экстракт стенки микобактериальной клетки; мириапорон; N-ацетилдиналин; N-замещенные 

бензамиды; нафарелин; нагрестип; налоксон
+
пентазоцин; напавин; нафтерпин; нартограстим; недапла-



039192 

- 119 - 

тин; неморубицин; неридроновую кислоту; нилутамид; нихамицин; модуляторы оксида азота; антиокси-

дант нитроксида; нитруллин; облимерсен (дженасенс); O
6
-бензилгуанин; октреотид; окиценон; олиго-

нуклеотиды; онапристон; онданзетрон; онданзетрон; орацин; пероральный индуктор цитокинов; ормап-

латин; озатерон; оксалиплатин (например, флоксатин); оксауномицин; паклитаксел; аналоги паклитаксе-

ла; производные паклитаксела; палауамин, пальмитоилризоксин; памидроновую кислоту; панакситриол; 

паномифен; парабактин; пазеллиптин; пегаспаргаза; пелдезин; пентозана полисульфат натрия; пентоста-

тин; пентрозол; перфлуброн; перфосфамид; периллиловый спирт; феназиномицин; фенилацетат; ингиби-

торы фосфатазы; пицибанил; пилокарпина гидрохлорид; пирарубицин; пиритрексим; плацетин А; плаце-

тин В; ингибитор активатора плазминогена; комплекс платины; соединения платины; комплекс платина-

триамин; порфимер натрия; порфиромицин; преднизон; бис-акридона пропил; простагландин J2; ингиби-

торы протеасомы; иммунный модулятор на основе протеина А; ингибитор протеинкиназы С; ингибиторы 

протеинкиназы С; микроводоросли; ингибиторы протеинтирозинфосфатазы; ингибиторы пуриннуклео-

зидфосфорилазы; пурпурины; пиразолоакридин; конъюгат пиридоксилированного гемоглобина и поли-

оксиэтилена; антагонисты raf; ралтитрексед; рамозетрон; ингибиторы ras фарнезилпротеинтрансферазы; 

ингибиторы ras; ингибитор ras-GAP; деметилированный ретеллиптин; этидронат рения  

Re 186; ризоксин; рибозимы; RII ретинамид; рохитукин; ромуртид; роквинимекс; рубигинон В1; рубок-

сил; сафингол; саинтопин; SarCNU; саркофитол А; сарграмостим; миметики Sdi 1; семустин; ингибитор 

1, полученный при старении; смысловые олигонуклеотиды; ингибиторы трансдукции сигналов; сизофи-

ран; собузоксан; борокаптат натрия; фенилацетат натрия; солверол; белок связывания соматомедина; 

сонермин; спарфозиновую кислоту; спикамицин D; спиромустин; спленопентин; спонгистатин 1; сква-

ламин; стипиамид; ингибиторы стромелизина; сульфинозин; антагонист суперактивного вазоактивного 

кишечного пептида; сурадисту; сурамин; свайнзонин; таллимустин; тамоксифена метиодид; таурому-

стин; тазаротен; текогалан натрия; тегафур; теллурапирилий; ингибиторы теломеразы; темопорфин; те-

нипозид; тетрахлордекаоксид; тетразомин; талибластин; тиокоралин; тромбопоэтин; миметики тромбо-

поэтина; тималфазин; агонист рецептора тимопоэтина; тимотринан; гормон, стимулирующий щитовид-

ную железу; этиопурпурин этила олова; тирапазамин; титаноцена бихлорид; топсентин; торемифен; ин-

гибиторы трансляции; третиноин; триацетилуридин; трицирибин; триметрексат; трипторелин; тропизе-

трон; туростерид; ингибиторы тирозинкиназы; тирфостины; ингибиторы UBC; убенимекс; ингибирую-

щий фактор роста, полученный из урогенитальной системы; антагонисты рецепторов урокиназы; вапрео-

тид; вариолин В; вектибикс(панитумумаб); веларезол; верамин; вердины; вертепорфин; винорелбин; 

винксалтин; витаксин; ворозол; велковорин (лейковорин); кселоду (капецитабин); занотерон; зенипла-

тин; зиласкорб и зиностатина стималамер. 

В конкретном варианте осуществления противораковым средством, которое вводят в качестве вто-

рого средства, является талидомид, леналидомид, помалидомид, СС-122, азацитидин, децитабин или  

СС-486 (пероральный азацидидин). В более конкретном варианте осуществления противораковым сред-

ством, которое вводят в качестве второго средства, является леналидомид или помалидомид. В конкрет-

ном варианте осуществления противораковым средством, которое вводят в качестве второго средства, 

является иммуномодулирующее соединение (например, иммуномодулирующее соединение в соответст-

вии с описанным в разделе 5.2.7.1). В конкретном варианте осуществления противораковым средством, 

которое вводят в качестве второго средства, является ромидепсин. 

5.4.2. Лечение с применением генетически модифицированных NK-клеток. 

В другом аспекте в настоящем изобретении представлены способы лечения гематологического на-

рушения или солидной опухоли у нуждающегося в этом субъекта, включающие в себя введение указан-

ному субъекту изолированной популяции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней, при этом 

NK-клетки являются генетически модифицированными (например, содержат химерный антигенный ре-

цептор (CAR) и/или хоминг-рецептор, при этом указанный CAR содержит внеклеточный домен, транс-

мембранный домен, внутриклеточный стимулирующий домен и, необязательно, костимулирующий до-

мен). 

Генетически модифицированные NK-клетки (например, NK-клетки, содержащие CAR и/или хо-

минг-рецептор) описаны в разделе 5.3. 

5.4.3. Гематологические нарушения и солидные опухоли. 

В конкретных вариантах осуществления гематологическое нарушение представляет собой гемато-

логическое гиперпролиферативное нарушение. В конкретных вариантах осуществления гематологиче-

ское нарушение представляет собой гематологический рак, например лейкемию или лимфому. В более 

конкретных вариантах осуществления гематологический рак представляет собой острый лейкоз, напри-

мер острый Т-клеточный лейкоз, острый миелогенный лейкоз (AML), острый промиелоцитарный лейкоз, 

острый миелобластный лейкоз, острый мегакариобластический лейкоз, острый лимфобластный лейкоз 

В-предшественников, острый лимфобластный лейкоз Т-предшественников, лейкоз Беркитта (лимфома 

Беркитта) или острый бифенотипический лейкоз; хронический лейкоз, например хроническая миелоид-

ная лимфома, хронический миелогенный лейкоз (CML), хронический моноцитарный лейкоз, хрониче-

ский лимфоцитарный лейкоз (CLL)/лимфома из малых лимфоцитов или В-клеточный пролимфоцитар-

ный лейкоз; волосатоклеточная лимфома; Т-клеточный пролимфоцитарный лейкоз или лимфома, напри-
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мер гистиоцитарная лимфома, лимфоплазмоцитарная лимфома (например, макроглобулинемия Вальден-

стрема), лимфома маргинальной зоны селезенки, неоплазия плазматических клеток (например, миелом-

ная болезнь плазматических клеток, плазмоцитома, болезнь депонирования моноклонального иммуног-

лобулина или болезнь тяжелых цепей), экстранодальная В-клеточная лимфома из клеток маргинальной 

зоны (лимфома MALT), нодальная В-клеточная лимфома из клеток маргинальной зоны (NMZL), фолли-

кулярная лимфома, лимфома из клеток мантии, диффузная В-крупноклеточная лимфома, средостенная 

(тимусная) В-крупноклеточная лимфома, внутрисосудистая В-крупноклеточная лимфома, первичная вы-

потная лимфома, Т-клеточный лейкоз из больших гранулированных лимфоцитов, агрессивный NK-

клеточный лейкоз, Т-клеточный лейкоз/лимфома взрослых, экстранодальная NK/T-клеточная лимфома, 

носовой тип, Т-клеточный лейкоз энтеропатического типа, Т-клеточная лимфома печени и селезенки, 

бластическая NK-клеточная лимфома, фунгоидный микоз (синдром Сезари), первичное  

CD30-положительное кожное Т-клеточное лимфопролиферативное нарушение (например, первичная 

кожная анапластическая крупноклеточная лимфома или лимфоматоидный папулез), ангиоиммунобла-

стическая Т-клеточная лимфома, периферическая Т-клеточная лимфома, неопределенная, анапластиче-

ская крупноклеточная лимфома, лимфома Ходжкина или нодулярная с лимфоидным преобладанием 

лимфома Ходжкина. В другом конкретном варианте осуществления гематологический рак представляет 

собой острый миелогенный лейкоз (AML). 

В другом конкретном варианте осуществления гематологический рак представляет собой хрониче-

ский лимфоцитарный лейкоз (CLL). В другом конкретном варианте осуществления гематологический 

рак представляет собой множественную миелому или миелодиспластический синдром. 

Солидная опухоль может представлять собой, но не ограничена указанным, например, карциному, 

такую как аденокарцинома, адренокортикальная карцинома, аденокарцинома толстой кишки, колорек-

тальная аденокарцинома, колоректальная карцинома, карцинома дуктальных клеток, карцинома легкого, 

карцинома щитовидной железы, носоглоточная карцинома, меланома (например, злокачественная мела-

нома), не являющаяся меланомой карцинома кожи или неопределенная карцинома; десмоидная опухоль; 

десмопластическая мелкокруглоклеточная опухоль; эндокринная опухоль; саркома Юинга; эмбриональ-

но-клеточная опухоль (например, тестикулярный рак, овариальный рак, хориокарцинома, опухоль эндо-

дермального синуса, герминома и т.д.); гепатобластома; гепатоцеллюлярная карцинома; нейробластома; 

не являющаяся рабдомиосаркомой саркома мягкой ткани; остеогенная саркома; ретинобластома; рабдо-

миосаркома; или опухоль Вильмса. 

В другом варианте осуществления солидная опухоль представляет собой рак поджелудочной желе-

зы или рак молочной железы. В других вариантах осуществления солидная опухоль представляет собой 

акустическую невриному; астроцитому (например, пилоидная астроцитома I степени, слабовыраженная 

астроцитома II степени; анапластическая астроцитома III степени или мультиформная глиобластома IV 

степени); хордому; краниофарингиому; глиому (например, глиома ствола мозга; эпендимома; смешанная 

глиома; глиома зрительного нерва или подэпендимома); глиобластому; медуллобластому; менингиому; 

метастатическую опухоль головного мозга; олигодендроглиому; пинеобластому; гипофизарную опухоль; 

примитивную нейроэктодермальную опухоль или шванному. В другом варианте осуществления солид-

ная опухоль представляет собой рак простаты. 

В определенных вариантах осуществления индивид, имеющий гематологический рак или солидную 

опухоль, например индивид, имеющий недостаток естественных клеток-киллеров, является индивидом, 

который подвергался трансплантации костного мозга до указанного введения. В определенных вариан-

тах осуществления трансплантат костного мозга подвергался лечению указанного гематологического 

рака или указанной солидной опухоли. В определенных других вариантах осуществления трансплантат 

костного мозга подвергался лечению состояния, отличного от указанного гематологического рака или 

указанной солидной опухоли. В определенных вариантах осуществления индивид получал иммуноде-

прессант в дополнение к указанному трансплантату костного мозга. В определенных вариантах осущест-

вления индивид, который подвергался трансплантации костного мозга, демонстрирует один или более 

симптомов реакции "трансплантант против хозяина" (GVHD) во время указанного введения. В опреде-

ленных других вариантах осуществления индивиду, который подвергался трансплантации костного моз-

га, вводят указанные клетки до того, как проявился симптом реакции "трансплантант против хозяина" 

(GVHD). 

В определенных конкретных вариантах осуществления индивид, имеющий гематологический рак 

или солидную опухоль, получил по меньшей мере одну дозу ингибитора TNFα, например этанерцепта 

(Enbrel), до указанного введения. В конкретных вариантах осуществления указанный индивид получал 

указанную дозу ингибитора TNFα в пределах 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 месяцев после диагно-

стирования указанного гематологического рака или указанной солидной опухоли. В конкретном вариан-

те осуществления индивид, который получил дозу ингибитора TNFα, демонстрирует острый миелоид-

ный лейкоз. В более конкретном варианте осуществления индивид, который получил дозу ингибитора 

TNFα и демонстрирует острый миелоидный лейкоз, также имеет делецию длинного плеча хромосомы 5 в 

клетках крови. В другом варианте осуществления индивид, имеющий гематологический рак или солид-
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ную опухоль, например рак крови, имеет филадельфийскую хромосому. 

В определенных других вариантах осуществления гематологический рак или солидная опухоль у 

указанного индивида являются невосприимчивыми к одному или более лекарственным препаратам про-

тив рака. В конкретном варианте осуществления гематологический рак или солидная опухоль являются 

невосприимчивыми к гливеку (иматиниба мезилат). 

В определенных вариантах осуществления гематологический рак или солидная опухоль у указанно-

го индивида отвечает по меньшей мере на один лекарственный препарат против рака; в этом варианте 

осуществления плацентарный перфузат, изолированные клетки плацентарного перфузата, изолирован-

ные естественные клетки-киллеры, например плацентарные естественные клетки-киллеры, например 

полученные из плаценты промежуточные естественные клетки-киллеры, изолированные объединенные 

естественные клетки-киллеры или активированные NK- или TSPNK-клетки, описанные в настоящем рас-

крытии, и/или комбинации указанного и, необязательно, иммуномодулирующее соединение (например, 

иммуномодулирующее соединение в соответствии с описанным в разделе 5.2.7.1) добавляют в качестве 

вспомогательной терапии или в качестве комбинированной терапии с указанным лекарственным препа-

ратом против рака. В определенных других вариантах осуществления индивид, имеющий гематологиче-

ский рак или солидную опухоль, подвергался лечению по меньшей мере одним лекарственным препара-

том и имел рецидив до указанного введения. В определенных вариантах осуществления индивид, кото-

рый будет подвергаться лечению, имеет невосприимчивый рак. В одном из вариантов осуществления 

способ лечения рака с применением клеток, описанных в настоящем раскрытии, защищает (например, 

предотвращает или задерживает) от рецидива рака. В одном из вариантов осуществления способ лечения 

рака, описанный в настоящем раскрытии, приводит к ремиссии рака в течение 1 месяца или более, 2, 3, 4, 

5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 месяцев или более, 1 года или более, 2 лет или более, 3 лет или более или 4 лет 

или более. 

В определенных вариантах осуществления NK-клетки изолируют из опухолевого очага, например 

представляют собой проникающие в опухоль лимфоциты; такие NK-клетки, как ожидают, будут являть-

ся специфичными для ассоциированного с опухолью антигена (ТАА) или ассоциированного с микроок-

ружением опухоли антигена (ТМАА). 

В одном из вариантов осуществления, представленном в настоящем раскрытии, способ лечения ин-

дивида, имеющего множественную миелому, включает в себя введение индивиду (1) леналидомида или 

помалидомида и (2) CAR NK-клеток, при этом указанные CAR NK-клетки являются эффективными для 

лечения множественной миеломы у указанного индивида. В конкретном варианте осуществления ука-

занные CAR NK-клетки представляют собой NK-клетки пуповинной крови или NK-клетки, продуциро-

ванные из гематопоэтических клеток пуповинной крови, например, стволовых гематопоэтических кле-

ток. В другом варианте осуществления указанные CAR NK-клетки были продуцированы посредством 

двух- или трехэтапного способа, описанного в настоящем изобретении для продуцирования NK-клеток. 

В другом варианте осуществления указанные леналидомид или помалидомид и CAR NK-клетки вводят 

отдельно друг от друга. В определенных конкретных вариантах осуществления способа лечения индиви-

да с множественной миеломой указанные CAR NK-клетки содержат внеклеточный домен CAR, и этот 

внеклеточный домен представляет собой связывающий CS-1 домен. В конкретных вариантах осуществ-

ления связывающий CS-1 домен содержит scFv или антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое 

связывает CS-1. В определенных конкретных вариантах осуществления связывающий CS-1 домен со-

держит одноцепочечную версию элотузумаба и/или антигенсвязывающего фрагмента элотузумаба. 

В одном из вариантов осуществления, представленном в настоящем раскрытии, способ лечения ин-

дивида, имеющего множественную миелому, включает в себя введение индивиду (1)леналидомида или 

помалидомида; (2) элотузумаба и (3) CAR NK-клеток, при этом указанные CAR NK-клетки являются 

эффективными для лечения множественной миеломы у указанного индивида. В конкретном варианте 

осуществления указанные CAR NK-клетки представляют собой NK-клетки пуповинной крови или  

NK-клетки, продуцированные из гематопоэтических клеток пуповинной крови, например стволовые ге-

матопоэтические клетки. В другом варианте осуществления указанные CAR NK-клетки были продуци-

рованы посредством двух- или трехэтапного способа, описанного в настоящем изобретении для проду-

цирования NK-клеток. В другом варианте осуществления указанные леналидомид или помалидомид, 

элотузумаб и/или CAR NK-клетки вводят отдельно друг от друга. В определенных конкретных вариантах 

осуществления способа лечения индивида с множественной миеломой указанные CAR NK-клетки со-

держат внеклеточный домен CAR, и этот внеклеточный домен представляет собой связывающий  

CS-1 домен. В конкретных вариантах осуществления связывающий CS-1 домен содержит scFv или анти-

генсвязывающий фрагмент антитела, которое связывает CS-1. 

В другом варианте осуществления, представленном в настоящем раскрытии, способ лечения инди-

вида, имеющего рак крови (например, лимфому Беркитта), включает в себя введение индивиду  

(1) ромидепсина и (2) CAR NK-клеток, при этом указанные CAR NK-клетки являются эффективными для 

лечения рака крови (например, лимфомы Беркитта) у указанного индивида. В определенных конкретных 

вариантах осуществления способа лечения индивида с раком крови (например, лимфомой Беркитта) ука-

занные CAR NK-клетки содержат внеклеточный домен CAR, и этот внеклеточный представляет собой 
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связывающий CD20 домен. В конкретных вариантах осуществления связывающий CD20 домен содержит 

scFv или антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывает CD20.5.5. Способы лечения ин-

фекционных заболеваний В настоящем изобретении представлены способы лечения инфекционных за-

болеваний с применением NK-клеток или генетически модифицированных NK-клеток (например,  

NK-клеток, содержащих CAR и/или хоминг-рецептор), в соответствии с описанным выше. 

5.5.1. Лечение инфекционных заболеваний с применением комбинированной NK-терапии. 

В другом аспекте, представленном в настоящем раскрытии, способы лечения инфекционного забо-

левания у нуждающегося в этом субъекта включают в себя (а) введение указанному субъекту изолиро-

ванной популяции естественных клеток-киллеров (NK) или фармацевтической композиции с ней или 

изолированной популяции генетически модифицированных NK-клеток (например, NK-клеток, содержа-

щие CAR и/или хоминг-рецептор) или фармацевтической композиции с ней и (b) введение указанному 

субъекту второго средства или фармацевтической композиции с ним. Второе средство может представ-

лять собой любое фармацевтически приемлемое средство, которое может применяться для лечения ин-

фекционного заболевания, и включает, но не ограничено указанным, антитело (например, моноклональ-

ное антитело), биспецифичный активатор клеток-киллеров (BiKE) или противовирусное средство. 

5.5.1.1. Антитела, которые связываются с белком иммунной контрольной точки. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой антитело или его 

антигенсвязывающий фрагмент (см. раздел 5.4.1.1 в отношении описания антител). В конкретных вари-

антах осуществления антитело специфично связывается и противодействует активности белка иммунной 

контрольной точки, связанного с иммунной контрольной точкой белка или костимулирующего сигналь-

ного белка, в соответствии с описанным в разделе 5.4.1.1. 

5.5.1.2. Активатор биспецифичных клеток-киллеров. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой BiKE в соответст-

вии с описанным в разделе 5.4.1.2. 

5.5.1.3. Противовирусное средство. 

В определенных вариантах осуществления второе средство представляет собой противовирусное 

средство, которое включает, но не ограничено указанным, имиквимод, подофилокс, подофиллин, альфа-

интерферон (IFNα), ретиколос, ноноксинол-9, ацикловир, фамцикловир, валацикловир, ганцикловир, 

цидофовир; амантадин, римантадин; рибавирин; занамавир и осельтамивир; ингибиторы протеаз, такие 

как индинавир, нелфинавир, ритонавир или саквинавир; нуклеозидные ингибиторы обратной транскрип-

тазы, такие как диданозин, ламивудин, ставудин, залцитабин или зидовудин; или ненуклеозидные инги-

биторы обратной транскриптазы, такие как невирапин или эфавиренц. 

5.5.2. Лечение инфекционных заболеваний с применением генетически модифицированных  

NK-клеток. 

В другом аспекте в настоящем изобретении представлены способы лечения инфекционного заболе-

вания у нуждающегося в этом субъекта, включающие в себя введение указанному субъекту изолирован-

ной популяции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней, при этом NK-клетки являются гене-

тически модифицированными (например, содержат химерный антигенный рецептор (CAR) и/или хо-

минг-рецептор, содержат химерный антигенный рецептор (CAR), при этом указанный CAR содержит 

внеклеточный домен, трансмембранный домен, внутриклеточный стимулирующий домен и, необяза-

тельно, костимулирующий домен). 

Генетически модифицированные NK-клетки (например, NK-клетки, содержащие CAR и/или хо-

минг-рецептор), описаны в разделе 5.3. 

5.5.3. Инфекционное заболевание. 

В определенных вариантах осуществления инфекционное заболевание представляет собой инфек-

цию, вызванную вирусом, бактерией, грибом или гельминтом. В конкретных вариантах осуществления 

инфекционное заболевание представляет собой вирусную инфекцию. 

В конкретных вариантах осуществления вирусная инфекция представляет собой инфекцию, вызы-

ваемую вирусом семейства Adenoviridae, Picornaviridae, Herpesviridae, Hepadnaviridae, Flaviviridae,  

Retroviridae, Orthomyxoviridae, Paramyxoviridae, Papilommaviridae, Rhabdoviridae или Togaviridae. В более 

конкретных вариантах осуществления указанный вирус представляет собой вирус иммунодефицита че-

ловека (ВИЧ), вирус Коксаки, вирус гепатита A (HAV), полиовирус, вирус Эпштейна-Барр (EBV), вирус 

герпеса простого типа 1 (HSV1), вирус герпеса простого типа 2 (HSV2), человеческий цитомегаловирус 

(CMV), человеческий вирус герпеса типа 8 (HHV8), вирус герпес зостер (вирус ветряной оспы (VZV) или 

вирус опоясывающего лишая), вирус гепатита В (HBV), вирус гепатита С (HCV), вирус гепатита D 

(HDV), вирус гепатита Е (HEV), вирус гриппа (например, вирус гриппа А, вирус гриппа В, вирус гриппа 

С или тоготовирус - thogotovirus), вирус кори, вирус свинки, вирус парагриппа, папилломавирус, вирус 

бешенства или вирус краснухи. 

В других более конкретных вариантах осуществления указанный вирус представляет собой адено-

вирус вида А, серотип 12, 18 или 31; аденовирус вида В, серотип 3, 7, 11, 14, 16, 34, 35 или 50; аденови-

рус вида С, серотип 1, 2, 5 или 6; вида D, серотип 8, 9, 10, 13, 15, 17, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 

30, 32, 33, 36, 37, 38, 39, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 4 9 или 51; вида Е, серотип 4; или вида F, серотип 40 
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или 41. 

В определенных других более конкретных вариантах осуществления вирус представляет собой ви-

рус Апои (APOIV), вирус Ароа (AROAV), вирус Багаза (BAGV), вирус Банци (BANV), вирус Бубуи 

(BOUV), вирус Каципакоре (CPCV), вирус Карей-Айленд (CIV), вирус Cowbone Ridge (CRV), вирус ден-

ге (DENV), вирус Edge Hill (EHV), вирус Gadgets Gully (GGYV), вирус Ильеус (ILHV), вирус менингоэн-

цефаломиелита индюков в Израиле (ITV), вирус японского энцефалита (JEV), вирус Югра (JUGV), вирус 

Ютиапа (JUTV), вирус кадам (KADV), вирус Кедугу (KEDV), вирус Кокобера (KOKV), вирус Кутанго 

(KOUV), вирус Кьяссанурской лесной болезни, (KFDV), вирус Лангата (LGTV), вирус Мибан (MEAV), 

вирус Модок (MODV), вирус лейкоэнцефалита ночниц Монтаны (MMLV), вирус энцефалита долины 

Муррея (MVEV), вирус Нтайя (NTAV), вирус омской геморрагической лихорадки (OHFV), вирус Повас-

сан (POWV), вирус Рио-браво-дель-Норте (RBV), вирус Royal Farm (RFV), вирус Saboya (SABV), вирус 

энцефалита Сент-Луиса (SLEV), вирус Sal Vieja (SW), вирус San Perlita (SPV), вирус Saumarez Reef 

(SREV), вирус Сепик (SEPV), вирус Тембусу (TMUV), вирус клещевого энцефалита (TBEV), вирус Тю-

лений (TYUV), вирус Уганды S (UGSV), вирус Усуту (USUV), вирус вессельсбронской болезни 

(WESSV), вирус лихорадки Западного Нила (WNV), вирус Яунде (YAOV), вирус желтой лихорадки 

(YFV), вирус Юкосе (YOKV) или вирус Зика (ZIKV). 

В других вариантах осуществления NK-клетки вводят субъекту, имеющему вирусную инфекцию, 

как часть курса противовирусного лечения, который включает в себя один или более других противови-

русных средств. Конкретные противовирусные средства, которые могут быть введены индивиду, имею-

щему вирусную инфекцию, включают, но не ограничены указанным, имиквимод, подофилокс, подофил-

лин, альфа-интерферон (IFNα), ретиколос, ноноксинол-9, ацикловир, фамцикловир, валацикловир, ган-

цикловир, цидофовир; амантадин, римантадин; рибавирин; занамавир и осельтамивир; ингибиторы про-

теаз, такие как индинавир, нелфинавир, ритонавир или саквинавир; нуклеозидные ингибиторы обратной 

транскриптазы, такие как диданозин, ламивудин, ставудин, залцитабин или зидовудин; или ненуклео-

зидные ингибиторы обратной транскриптазы, такие как невирапин или эфавиренц. 

5.6. Введение. 

NK-клетки, генетически модифицированные NK-клетки или второе средство в соответствии с опи-

санным в настоящем изобретении могут быть введены индивиду, например индивиду, имеющему опухо-

левые клетки или инфицированные клетки, через любой приемлемый с медицинской точки зрения мар-

шрут, известный в технике, подходящий для введения живых клеток или второго средства. В различных 

вариантах осуществления клетки могут быть имплантированы хирургически, инъецированы, влиты, на-

пример, посредством катетера или шприца, или введены другим способом прямо или косвенно в место, в 

которое имеется необходимость их ввести. В различных вариантах осуществления второе средство мо-

жет быть инъецировано, влито, например, посредством катетера или шприца или введено другим спосо-

бом прямо или косвенно в место, в которое имеется необходимость его ввести. В одном из вариантов 

осуществления клетки или второе средство вводят индивиду внутривенно. В другом варианте осуществ-

ления клетки или второе средство вводят индивиду в месте расположения опухоли, например солидной 

опухоли или инфекции. В конкретном варианте осуществления, в котором индивид имеет опухоль или 

инфекцию более чем в одном местоположении, клетки или второе средство вводят по меньшей мере в 

два или во все местоположения опухоли/инфекции. В определенных других вариантах осуществления 

клетки, или второе средство, или композиции указанного вводят перорально, через нос, внутриартери-

ально, парентерально, внутриглазно, внутримышечно, подкожно, интраперитонеально, внутрицереб-

рально, внутрижелудочково, интрацеребровентрикулярно, интратекально, интрацистернально,  

интраспинально и/или периспинально. В конкретных вариантах осуществления клетки, или второе сред-

ство, или композиции указанного, вводят посредством инъекции, вливания, внутривенного (IV) введе-

ния, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. В определенных конкретных вариан-

тах осуществления клетки или второе средство доставляются через внутричерепные или внутрипозво-

ночные иглы и/или катетеры с помощью насосных устройств или без них. 

В конкретных вариантах осуществления этап введения указанному субъекту изолированной попу-

ляции NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции. В кон-

кретных вариантах осуществления инъекция NK-клеток представляет собой местную инъекцию. В более 

конкретных вариантах осуществления местную инъекцию выполняют непосредственно в солидную опу-

холь (например, саркому). В конкретных вариантах осуществления введение NK-клеток выполняют по-

средством инъекции шприцем. В конкретных вариантах осуществления введению NK-клеток посредст-

вом инъекции способствуют лапароскопией, эндоскопией, ультразвуком, компьютерной томографией, 

магнитным резонансом или рентгенологией. 

NK-клетки, генетически модифицированные NK-клетки или второе средство могут быть введены 

индивиду в композиции, например матрице, гидрогеле, скаффолде и т.п. 

В одном из вариантов осуществления клетки высевают на естественную матрицу, например пла-

центарный биоматериал, такой как амниотический мембранный материал. Такой амниотический мем-

бранный материал может представлять собой, например, амниотическую мембрану, иссеченную непо-

средственно из плаценты млекопитающего; фиксированную или термически обработанную амниотиче-
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скую мембрану, по существу сухую (т.е. <20% Н2О) амниотическую мембрану, хориальную мембрану, 

по существу сухую хориальную мембрану, по существу сухую амниотическую и хориальную мембрану 

и т.п. Предпочтительные плацентарные биоматериалы, на которые могут быть высеяны плацентарные 

стволовые клетки, описаны в Харири, публикация заявки на патент США № 2004/0048796, изобретение 

которой включено в настоящее описание посредством ссылки во всей его полноте. 

В другом варианте осуществления клетки суспендируют в растворе гидрогеля, подходящем, напри-

мер, для инъекции. Подходящие гидрогели для таких композиций включают самособирающиеся пепти-

ды, такие как RAD16. В одном из вариантов осуществления раствор гидрогеля, содержащий клетки, мо-

жет затвердевать, например, в шаблоне с формированием матрицы, в которой клетки диспергированы 

для имплантации. Клетки в такой матрице могут также культивироваться, с тем чтобы клетки стали ми-

тотически расширенными до имплантации. Гидрогель может являться, например, органическим полиме-

ром (естественным или синтетическим), который является поперечно сшитым через ковалентные, ион-

ные или водородные связи, с тем чтобы создать трехмерную структуру открытой решетки, которая 

удерживает молекулы воды и формирует гель. Формирующие гидрогель материалы включают полисаха-

риды, такие как альгинат и его соли, пептиды, полифосфазены и полиакрилаты, которые поперечно сши-

ваются ионно, или блочные полимеры, такие как блочные сополимеры полиэтиленоксида-

полипропиленгликоля, которые поперечно сшиваются посредством температуры или рН соответственно. 

В некоторых вариантах осуществления гидрогель или матрица являются биоразлагаемыми. 

В некоторых вариантах осуществления рецептура, применяемая в настоящем изобретении, содер-

жит полимеризующийся на месте гель (см., например, публикацию заявки на патент США 2002/0022676; 

Anseth et al., J. Control Release, 78(1-3):199-209 (2002); Wang et al., Biomaterials, 24(22):3969-80 (2003). 

В некоторых вариантах осуществления полимеры являются по меньшей мере частично раствори-

мыми в водных растворах, таких как вода, буферизованные солевые растворы или водные спиртовые 

растворы, которые имеют заряженные боковые группы или их моновалентную ионную соль. Примерами 

полимеров, имеющих кислотные боковые группы, которые могут реагировать с катионами, являются 

поли(фосфазены), поли(акриловые кислоты), поли(метакриловые кислоты), сополимеры акриловой ки-

слоты и метакриловой кислоты, поли(винилацетат) и сульфированные полимеры, такие как сульфиро-

ванный полистирол. Сополимеры, имеющие кислотные боковые группы, сформированные посредством 

реакции акриловой или метакриловой кислоты и мономеров или полимеров винилового простого эфира, 

также могут использоваться. Примерами кислотных групп являются группы карбоновой кислоты, груп-

пы сульфокислоты, галоидированные (предпочтительно фторированные) спиртовые группы, фенольные 

группы ОН и кислотные группы ОН. 

Клетки могут быть высеяны на трехмерную решетку или скаффолд и имплантированы in vivo. Та-

кая решетка может быть имплантирована в комбинации с любыми одним или более факторами роста, 

клетками, лекарственными препаратами или другими компонентами, которые стимулируют формирова-

ние ткани или другим способом усиливают или улучшают практическое применение способов, описан-

ных в настоящем раскрытии. 

Примеры скаффолдов, которые могут применяться в настоящем изобретении, включают нетканые 

маты, поропласты или самособирающиеся пептиды. Нетканые маты могут быть сформированы с исполь-

зованием волокон, содержащих синтетический абсорбируемый сополимер гликолевой и молочной ки-

слот (например, PGA/PLA) (VICRYL, Ethicon, Inc., Сомервилл, Нью-Джерси). Поропласты, состоящие, 

например, из сополимера поли(ε-капролактоновой)/поли(гликолевой кислоты) (PCL/PGA), сформиро-

ванного посредством таких процессов, как сублимационная сушка или лиофилизация (см., например, 

патент США № 6355699), могут также использоваться в качестве скаффолдов. 

Клетки также могут быть высеяны на или могут входить в контакт с физиологически приемлемым 

керамическим материалом, включая, но не ограничиваясь указанным, моно-, ди-три-, альфа-три, бета-

три- и тетракальцийфосфат, гидроксиапатит, фторапатиты, сульфаты кальция, фториды кальция, окиси 

кальция, карбонаты кальция, магний-кальций-фосфат, биологически активные стекла, такие как  

BIOGLASS, и смеси указанного. Пористые биологически совместимые керамические материалы, ком-

мерчески доступные в настоящий момент, включают SURGIBONE (CanMedica Corp., Канада),  

ENDOBON (Merck Biomaterial France, Франция), CEROS (Mathys, AG, Bettlach, Швейцария) и мине-

рализованные коллагеновые продукты костной пластики, такие как HEALOS (DePuy, Inc., Рэйнхэм, 

Массачусетс) и VITOSS, RHAKOSS и CORTOSS (Orthovita, Малверн, Пенсильвания). Решетка мо-

жет представлять собой смесь, комбинацию или композит из естественных и/или синтетических мате-

риалов. 

В другом варианте осуществления клетки могут быть высеяны на или могут входить в контакт с во-

локном, которое может, например, состоять из мультифиламентных нитей, сделанных из биопоглощае-

мого материала, такого как PGA, PLA, сополимеры или комбинации PCL или гиалуроновая кислота. 

Клетки в другом варианте осуществления могут быть высеяны на поропластные скаффолды, кото-

рые могут представлять собой композитные структуры. Такие поропластные скаффолды могут формо-

ваться в необходимую форму, такую как форма части конкретной структуры в теле, которая будет вос-
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станавливаться, заменяться или расширяться. В некоторых вариантах осуществления решетку обрабаты-

вают, например, 0,1 М уксусной кислотой, после чего выполняется инкубация в полилизине, PBS и/или 

коллагене, до инокуляции клеток, описанных в настоящем раскрытии, с тем чтобы улучшить прикрепле-

ние клеток. Внешние поверхности матрицы могут быть модифицированы в целях улучшения прикрепле-

ния или роста клеток и дифференцировки ткани, например, посредством плазменного покрытия матрицы 

или добавления одного или более белков (например, коллагены, эластичные волокна, ретикулярные во-

локна), гликопротеинов, гликозаминогликанов (например, сульфат гепарина, хондроитин-4-сульфат, 

хондроитин-6-сульфат, дерматансульфат, кератинсульфат и т.д.), клеточной матрицы и/или других мате-

риалов, таких как, но не ограничиваясь указанным, желатин, альгинаты, агар, агароза и растительные 

смолы и т.п. 

В некоторых вариантах осуществления скаффолд содержит или обрабатывается материалами, кото-

рые делают его нетромбообразующим. Такие обработки и материалы могут также способствовать и под-

держивать рост эндотелия, миграцию и накопление внеклеточного матрикса. Примеры таких материалов 

и обработок включают, но не ограничены указанным, природные материалы, такие как белки базальной 

мембраны, такие как ламинин и коллаген IV типа, синтетические материалы, такие как EPTFE и сегмен-

тированные полиуретанмочевинные силиконы, такие как PURSPAN (Polymer Technology Group, Inc., 

Беркли, Калифорния). Скаффолд может также содержать антитромбические средства, такие как гепарин; 

скаффолды могут также обрабатывать в целях изменения поверхностного заряда (например, покрывать 

плазмой) до высевания плацентарных стволовых клеток. 

В конкретных вариантах осуществления NK-клетки, генетически модифицированные NK-клетки 

или второе средство вводят с фармацевтическим носителем. Фармацевтический носитель может быть 

любым известным в технике. В конкретных вариантах осуществления NK-клетки или генетически моди-

фицированные NK-клетки являются фукозилированными на поверхности клеток. 

Определение количества NK-клеток или генетически модифицированных NK-клеток (например, 

NK-клеток, содержащих CAR и/или хоминг-рецептор) или количества второго средства может быть вы-

полнено независимо. Такое определение может быть основано на состоянии субъекта и может быть сде-

лано врачом. 

В определенных вариантах осуществления, NK-клетки, генетически модифицированные NK-клетки 

или второе средство применяют, например вводят индивиду, в любом объеме или количестве, которое 

приводит к детектируемому терапевтическому эффекту для индивида, например, в эффективном количе-

стве, при этом индивид имеет вирусную инфекцию, рак или опухолевые клетки, например индивид име-

ет опухолевые клетки, солидную опухоль или рак крови, например, является больным раком пациентом. 

Клетки могут быть введены такому индивиду по абсолютному количеству клеток, например, указанному 

индивиду могут вводить около, по меньшей мере около или самое большее около 1×10
5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 

5×10
6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
 или 1×10

11
 клеток. В других вариантах осу-

ществления клетки могут быть введены такому индивиду по относительному количеству клеток, напри-

мер указанному индивиду может быть введено около, по меньшей мере около или самое большее около 

1×10
5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
 или 1×10

11
 клеток. В 

других вариантах осуществления клетки могут быть введены такому индивиду по относительному коли-

честву клеток, например указанному индивиду может быть введено около, по меньшей мере около или 

самое большее около 1×10
5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
 или 5×10

8
 клеток. Клетки могут быть 

введены такому индивиду согласно приблизительному соотношению между количеством NK-клеток или 

генетически модифицированных NK-клеток и, необязательно, клеток плацентарного перфузата и количе-

ством клеток опухоли/инфицированных клеток у указанного индивида (например, оцененное количест-

во). Например, NK-клетки или генетически модифицированные NK-клетки могут быть введены указан-

ному индивиду в отношении около, по меньшей мере около или самое большее около 1:1, 1:1, 3:1, 4:1, 

5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 15:1, 20:1, 25:1, 30:1, 35:1, 40:1, 45:1, 50:1, 55:1, 60:1, 65:1, 70:1, 75:1, 80:1, 85:1, 

90:1, 95:1 или 100:1 к количеству клеток опухоли/инфицированных клеток у индивида. Количество кле-

ток опухоли/инфицированных клеток у такого индивида может быть оценено, например, путем подсчета 

количества клеток опухоли/инфицированных клеток в образце ткани пациента, например образце крови, 

биопсии и т.п. В конкретных вариантах осуществления, например, для солидных опухолей, указанный 

подсчет выполняют в комбинации с визуализацией опухоли или опухолей, с тем чтобы получить при-

близительный объем опухоли. 

В конкретном варианте осуществления NK-клетки (или генетически модифицированные  

NK-клетки) дополняют клетками плацентарного перфузата или плацентарным перфузатом. В конкрет-

ном варианте осуществления около 1×10
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8
 

или более NK-клеток (или генетически модифицированных NK-клеток) на 1 мл или 1×10
4
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, 1×10

5
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, 1×10

11
 или более NK-клеток 

(или генетически модифицированных NK-клеток) на 1 мл дополняют около или по меньшей мере около 

1×10
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6
, 1×10

7
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7
, 1×10

8
, 5×10

8
 или более изолированных клеток пла-

центарного перфузата на 1 мл или 1×10
4
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4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
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, 1×10
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, 5×10

8
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1×10
9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
, 1×10

11
 или более изолированных клеток плацентарного перфузата на 1 мл. В 

других более конкретных вариантах осуществления около 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 

5×10
7
, 1×10

8
, 5×10

8
 или более NK-клеток (или генетически модифицированных NK-клеток) на 1 мл или 

1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
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6
, 1×10
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7
, 1×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
, 1×10

11
 

или более NK-клеток (или генетически модифицированных NK-клеток) на 1 мл дополняют около или по 

меньшей мере около 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 

100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 или 1000 мл перфуза-

та или около 1 единицей перфузата. 

В другом конкретном варианте осуществления NK-клетки (или генетически модифицированные 

NK-клетки) дополняют прилипающими плацентарными клетками, например прилипающими плацентар-

ными стволовыми клетками или мультипотентными клетками, например CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
, CD200

+
 

прилипающими к пластику плацентарными клетками в культуре ткани. В конкретных вариантах осуще-

ствления NK-клетки дополняют около 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 5×10

7
, 1×10

8
, 5×10

8
 

или более прилипающих плацентарных клеток/мл или 1×10
4
, 5×10

4
, 1×10

5
, 5×10

5
, 1×10

6
, 5×10

6
, 1×10

7
, 

5×10
7
, 1×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
, 1×10

11
 или более прилипающих плацентарных клеток, 

например прилипающих плацентарных клеток или мультипотентных клеток. 

В другом конкретном варианте осуществления NK-клетки (или генетически модифицированные 

NK-клетки) дополняют кондиционированной средой, например культуральной средой, кондициониро-

ванной CD34
-
, CD10

+
, CD105

+
, CD200

+
 прилипающими к пластику плацентарными клетками в культуре 

ткани, например 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 мл кондиционированной 

стволовыми клетками культуральной среды на единицу перфузата или на 10
4
, 10

5
, 10

6
, 10

7
, 10

8
, 10

9
, 10

10
 

или 10
11

 NK-клеток (или генетически модифицированных NK-клеток). В определенных вариантах осу-

ществления прилипающие к пластику плацентарные клетки в культуре ткани представляют собой муль-

типотентные прилипающие плацентарные клетки, описанные в патенте США № 74 68276 и публикации 

заявки на патент США № 2007/0275362, раскрытия которых включены в настоящее описание посредст-

вом ссылки во всей их полноте. В другом конкретном варианте осуществления способ дополнительно 

включает в себя помещение опухолевых клеток вблизи, или введение индивиду, иммуномодулир 

ующего соединения (например, иммуномодулирующего соединения в соответствии с описанным в  

разделе 5.2.7.1) или талидомида. 

В другом конкретном варианте осуществления NK-клетки (или генетически модифицированные 

NK-клетки) дополняют клетками плацентарного перфузата, при этом клетки перфузата помещают вбли-

зи интерлейкина-2 (IL-2) на некоторый период времени до указанного помещения вблизи. В определен-

ных вариантах осуществления указанный период времени составляет около, по меньшей мере или самое 

большее 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 4 6 или 4 8 ч 

до указанного помещения вблизи. 

NK-клетки, генетически модифицированные NK-клетки или второе средство могут быть введены 

однократно (т.е. в единственной дозе) индивиду, имеющему вирусную инфекцию, гематологическое на-

рушение или солидную опухоль, во время курса терапии; или могут быть введены многократно (т.е. во 

множестве доз), например один раз в каждые 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 

21, 22 или 23 ч, или один раз в каждые 1, 2, 3, 4, 5, 6 или 7 дней, или один раз в каждые 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 24, 36 или более недель во время терапии. В вариантах осуществления, в которых используются и 

NK-клетки (или генетически модифицированные NK-клетки), и второе средство, это второе средство и 

NK-клетки (или генетически модифицированные NK-клетки) могут быть введены индивиду вместе, на-

пример в одной и той же рецептуре; отдельно, например в отдельных рецептурах, приблизительно в одно 

и то же время; или могут быть введены отдельно, например в различных планах дозирования или в раз-

личное время суток. Второе средство может быть введено до, после или одновременно с NK-клетками 

(или генетически модифицированными NK-клетками). NK-клетки (или генетически модифицированные 

NK-клетки) или второе средство могут быть введены безотносительно того, вводились ли NK-клетки 

(или генетически модифицированные NK-клетки) или второе средство индивиду в прошлом. 

5.7. Пациенты. 

Пациент, упоминаемый в настоящем раскрытии, может являться, но не ограничен указанным, чело-

веком или не являющимся человеком позвоночным, таким как дикое, домашнее или сельскохозяйствен-

ное животное. В определенных вариантах осуществления пациент является млекопитающим, например 

человеком, коровой, собакой, кошкой, козой, лошадью, овцой, свиньей, крысой или мышью. В одном из 

вариантов осуществления пациентом является пациент-человек. 

5.8. Наборы. 

В настоящем изобретении предоставлена фармацевтическая упаковка или набор, включающий в се-

бя один или более контейнеров, заполненных композицией, содержащей NK-клетки или генетически 

модифицированные NK-клетки (например, NK-клетки, содержащие CAR и/или хоминг-рецептор), опи-

санные выше, и один или более контейнеров, заполненных композицией, содержащей второе средство, 

описанное выше. Также в настоящем изобретении предоставлена фармацевтическая упаковка или набор, 
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включающие в себя один или более контейнеров, заполненных композицией, содержащей NK-клетки, 

содержащие CAR и/или хоминг-рецептор, описанные выше. Необязательно, с таким(и) контейне-

ром(ами) может быть ассоциировано извещение в форме, предписанной правительственным агентством, 

регулирующим производство, применение или продажу фармацевтических препаратов или биологиче-

ских продуктов, и это извещение отражает одобрение агентством в отношении производства, примене-

ния или продажи для введения человеку. 

Наборы, охваченные в настоящем раскрытии, могут применяться в соответствии со способами ле-

чения, представленными в настоящем раскрытии, например способами лечения гематологического рака, 

солидной опухоли или вирусной инфекции. 

6. Пример. 

6.1. Пример 1. Антителозависимая клеточно-опосредованная цитотоксичность (ADCC) с использо-

ванием ритуксимаба. 

Пример, представленный в настоящем раскрытии, демонстрирует, что совместное введение  

NK-клеток (в настоящем раскрытии, клеток PiNK) и антитела, специфичного для антигена поверхности 

клеток (в этом случае, CD20), например ассоциированного с опухолью антигена, повышает  

NK-антителозависимую клеточно-опосредованную цитотоксичность (ADCC) NK-клеток. 

В экспериментах, представленных в настоящем раскрытии, используется антитело против CD20, 

ритуксимаб и клетки Дауди (Cat. No. CCL-213, АТСС), которые имеют высокую экспрессию CD20. 

Клетки Дауди были собраны и помечены РКН26 (Cat. No. PKH26GL-1KT, Sigma-Aldrich) (Ferlazzo, G. et 

al., J. Immunol., 172:1455-1462 (2004); Lehmann, D. et al., Stem Cells Dev, 21:2926-2938 (2012)), чей липо-

фильный алифатический остаток вставляется в плазматическую мембрану клетки. Клетки были промыты 

и культивированы с ритуксимабом (и человеческим IgG в качестве контроля изотипа) в различных кон-

центрациях, как указано на фиг. 1, в течение 1 ч при комнатной температуре. После трехкратного про-

мывания 10
4
 клеток-мишеней были помещены в 96-луночные планшеты для культивирования ткани с  

U-образным дном и инкубировались с культивированными NK-клетками при различных соотношениях 

эффектор-мишень (Е:Т) (50:1, 20:1, 10:1 и 2,5:1) в 200 мкл RPMI 1640, дополненном 10% FBS. Культуры 

инкубировались в течение 4 ч при 37°C в 5% СО2. После инкубации клетки были собраны и TO-PRO-3 

(Cat. No. Т3605, Invitrogen), мембранно-непроницаемый ДНК-краситель, был добавлен к культурам до 

итоговой концентрации 0,25 мкМ, после чего проводился анализ FACS с использованием BD  

FACSCanto II. Цитотоксичность ("% цитотоксичности" на фиг. 1) выражена в процентах мертвых клеток 

(PKH26
+
TO-PRO-3

+
) от общего количества целевых опухолевых клеток PKH26

+
 за вычетом спонтанного 

некроза клеток. 

Культивирование клеток Дауди с ритуксимабом повышает цитотоксичность (PiNK) клеток по срав-

нению с контролями человеческого IgG, таким образом показывая повышение цитолитической активно-

сти клеток PiNK при дополнении совместным введением антитела против CD20 (фиг. 1). 

6.2. Пример 2. Цитотоксичность трехэтапных NK-клеток против множественной миеломы. 

Исследование фенотипа клеточных линий ММ и первичных образцов ММ. 

Первичные клетки множественной миеломы (ММ) (раствор ткани, ID доноров: ММ285, ММ293) 

или линии опухолевых клеток MM: RPMI8226 (АТСС, Cat. No. CCL-155) и клеток ОРМ2 (DSMZ,  

Cat. No. АСС-50) (1×10
6
 каждых) использовались в данном анализе. Клетки были окрашены анти-PD-L1 

АРС (Biolegend, Cat. No. 329708), анти-CS1 РЕ-Су7 (Biolegend, Cat. No. 331816) и 7-AAD (BD Bioscience, 

Cat. No. 559925) согласно протоколу производителя. Данные были получены на BD LSRFortessa (BD  

Bioscience) и проанализированы с использованием программного обеспечения FLOWJO (Tree Star). 

Данные были выражены как % положительных клеток, запертых под единичными клетками 7-AAD-. Ус-

тановка % положительного запирания была выполнена с использованием неокрашенного образца в каче-

стве контроля. 

Результаты. 

Экспрессия PD-L1 и CS-1 на клеточных линиях ММ показана на фиг. 2. Крайний левый пик в пане-

лях фиг. 2 указывает контроль, тогда как самый правый пик указывает образец. Процент клеток, положи-

тельных по PD-L1, был следующим: указывает контроль, тогда как самый правый пик указывает  

образец. Процент клеток, положительных по PD-L1, был следующим: 71,6% ММ285, 70,7% ММ293, 

66,2% ОРМ-2 и 94,4% RPMI8226. Процент клеток, положительных по CS-1 был следующим: 31,8% 

ММ285, 58,8% ММ293, 93,4% ОРМ-2 и 29,5% RPMI8226. 

24-часовая проба на цитотоксичность трехэтапных NK-клеток против клеточных линий ММ и пер-

вичных образцов ММ. 

Клетки ОРМ2 были маркированы 10 мкМ РКН26 флуоресцентным красителем (Sigma-Aldrich,  

Cat. No. PKH26-GL) до совместной культивации с трехэтапными NK-клетками от пяти различных доно-

ров при соотношении эффектора и мишени (Е:Т), составляющем 3:1 (3×10
5 

и 1×10
5
 трехэтапных NK и 

клеток ОРМ2 соответственно) в 1 мл RPMI1640, дополненного 10% FBS и антибиотиками (базальная 

среда), или в условиях эксперимента: IL-15 (5 нг/мл) (Invitrogen, Cat. No. РНС9153); IL-2  

(200 межд.ед./мл) (Invitrogen, Cat. No. РНС0023); анти-PD-L1 (10 нг/мл) (Affymetrix, Cat. No. 16-5983-82); 
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анти-IgG (10 нг/мл) (Affymetrix, Cat. No. 16-4714-82); ревлимид (леналидомид; 1 мкМ) или диметил-

сульфоксид (0,1%) в 48-луночных планшетах. Клетки-мишени по отдельности были помещены в план-

шет в качестве контролей. После инкубации в течение 24 ч при 37°C и 5% СО2 клетки были собраны, 

после чего проводилось окрашивание 1 мкМ TO-PRO-3, чтобы идентифицировать мертвые клетки. Ко-

личество жизнеспособных клеток-мишеней (PKH26
+
TO-PRO-3

-
) в каждом образце было определено ко-

личественно посредством проточной цитометрии с использованием гранул для подсчета в соответствии с 

протоколом, предоставленным производителем (Invitrogen, Cat. No. С36950). Гранулы для подсчета были 

введены в данную пробу в целях учета любой потенциальной пролиферации опухолевых клеток во время 

длительного 24-часового культивирования. 

Кратко, количество жизнеспособных клеток-мишеней в каждом образце было вычислено следую-

щим образом: (% PKH26
+
TO-PRO-3

-
 живых мишеней)/(гранулы для подсчета%)×(присвоенное значение 

для гранулы из партии гранул для подсчета). Процент выживания (% выживания) в образцах (клетки-

мишени с совместно культивированными трехэтапными NK-клетками) был вычислен путем деления аб-

солютного числа жизнеспособных PKH26
+
 клеток-мишеней, остающихся в совместных культурах с трех-

этапными NK-клетками после 24 ч, на абсолютное число жизнеспособных РКН26
+
 клеток-мишеней, ос-

тающихся в культуре только клеток-мишеней. Процент цитотоксичности за 24 ч вычислялся как:  

100 - % выживания. Результаты были изображены как среднее значение ± стандартное отклонение сред-

него значения. 

Результаты. 

Трехэтапные NK-клетки демонстрировали цитотоксическую активность против различных клеточ-

ных линий ММ. Трехэтапные NK-клетки оказывали 20-60% лизирование в отношении четырех образцов 

первичных ММ при отношении Е:Т, составляющем 3:1 (фиг. 3). Наблюдалось изменение чувствительно-

сти мишеней ММ от различных доноров в отношении уничтожения NK-клетками. Кроме того, начальная 

оценка цитотоксичности трехэтапных NK-клеток против ОРМ2 показала улучшение цитолитической 

активности путем добавления цитокинов, иммуномодулирующих соединений и моноклональных анти-

тел, использованных в этих экспериментах (фиг. 4). 

Эквиваленты 

Настоящее изобретение не должно быть ограничено в своем объеме конкретными вариантами осу-

ществления, описанными в настоящем раскрытии. Фактически, различные модификации изобретения в 

дополнение к описанным станут очевидными для специалистов в данной области техники из предшест-

вующего описания и прилагаемых фигур. Такие модификации, как предполагается, будут попадать в 

пределы объема прилагаемой формулы изобретения. 

Вся библиография, процитированная в настоящем раскрытии, включена в настоящее изобретение 

посредством ссылки во всей ее полноте и для всех целей до той же самой степени, как если бы каждая 

отдельная публикация, патент или заявка на патент были конкретно и индивидуально указаны как вклю-

ченные посредством ссылки во всей их полноте для всех целей. Цитирование любой публикации предна-

значено для его раскрытия до даты подачи и не должно рассматриваться как признание того, что настоя-

щее изобретение не правомочно датировать задним числом такую публикацию посредством предшест-

вующего изобретения. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ лечения рака у нуждающегося в этом субъекта, включающий в себя введение указанному 

субъекту выделенной популяции активированных естественных клеток-киллеров (NK) или фармацевти-

ческой композиции с ней, при этом NK-клетки являются генетически сконструированными, экспресси-

рующими химерный антигенный рецептор (CAR) и хоминг-рецептор, при этом указанный CAR содер-

жит внеклеточный домен, трансмембранный домен, внутриклеточный стимулирующий домен и кости-

мулирующий домен, и где хоминг-рецептор представляет собой VEGFR2 или CCR7. 

2. Способ по п.1, в котором внеклеточный домен содержит антигенсвязывающий домен, где анти-

генсвязывающий домен специфически связывается с ассоциированным с опухолью антигеном (ТАА), 

который выбран из группы, состоящей из CD123, CLL-1, CD38 и CS-1. 

3. Способ по п.1 или 2, в котором костимулирующий домен содержит внутриклеточный домен 

CD28, 4-1ВВ, PD-1, OX40, CTLA-4, Kp46, Kp44, Kp30, DAP10 или DAP12. 

4. Способ по любому из пп.1-3, в котором введение указанному субъекту выделенной популяции 

активированных NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют посредством инъекции, 

инфузии, внутривенного введения, внутрибедренного введения или внутриопухолевого введения. 

5. Способ по любому из пп.1-4, в котором введение указанному субъекту выделенной популяции 

активированных NK-клеток или фармацевтической композиции с ней выполняют с помощью устройства, 

матрицы или скаффолда. 

6. Способ по любому из пп.1-5, в котором активированные NK-клетки являются фукозилированны-

ми на поверхности клеток. 

7. Способ по любому из пп.1-6, в котором изолированную популяцию активированных NK-клеток 
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или фармацевтическую композицию с ней вводят в однократной дозе. 

8. Способ по любому из пп.1-6, в котором выделенную популяцию активированных NK-клеток или 

фармацевтическую композицию с ней вводят во множестве доз. 

9. Способ по любому из пп.1-8, в котором рак представляет собой гематологический рак. 

10. Способ по любому из п.1-8, в котором рак представляет собой солидную опухоль. 

11. Способ по любому из пп.1-10, дополнительно включающий введение указанному субъекту ан-

титела или его антигенсвязывающего фрагмента, который специфично связывается и является антагони-

стом активности белка иммунной контрольной точки. 

12. Способ по п.11, в котором антитело представляет собой моноклональное антитело, белок им-

мунной контрольной точки представляет собой CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 или LAG-3. 

13. Способ по любому из пп.1-12, дополнительно включающий введение указанному субъекту бис-

пецифичного активатора клеток-киллеров (BiKE), где BiKE содержит первый одноцепочечный вариа-

бельный фрагмент (scFv), который специфично связывается с ассоциированным с опухолью антигеном 

(ТАА). 

14. Способ по п.13, в котором ТАА представляет собой CD123, CLL-1, CD38, CS-1, CD138, ROR1, 

FAP, MUC1, PSCA, EGFRvIII, EPHA2 или GD2. 

15. Набор для лечения рака у нуждающегося в этом субъекта, включающий в себя: 

(а) выделенную популяцию активированных NK-клеток или фармацевтическую композицию с ней, 

при этом активированные NK-клетки являются генетически сконструированными, экспрессирующими 

химерный антигенный рецептор (CAR) и хоминг-рецептор, при этом указанный CAR содержит внекле-

точный домен, трансмембранный домен, внутриклеточный стимулирующий домен и костимулирующий 

домен, где хоминг-рецептор представляет собой VEGFR2 или CCR7; и 

(b) второе средство или фармацевтическую композицию с ним, при этом указанное второе средство 

применяется для лечения указанного рака. 

16. Набор по п.15, в котором второе средство представляет собой противовоспалительное средство, 

иммуномодулирующее средство, цитотоксическое средство, вакцину против рака, химиотерапевтическое 

средство, ингибитор HDAC или миРНК. 
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