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(57) В изобретении описаны иммунопротективные первичные мезенхимальные стволовые клетки
(IP-MSC), которые эписомально экспрессируют множество иммунореактивных полипептидов,
специфически нацеленных на патоген (например, инфекционный вид вируса, бактерии или
паразита) или токсин, описаны в настоящем документе. IP-MSC экспрессируют два или
более (например, от 2 до приблизительно 100) иммунореактивных полипептидов (например,
полноразмерных антител, одноцепочечных вариабельных фрагментов антител (ScFV), фрагментов
антител Fab или F(ab)2, диател, триотел и т.п.) и, необязательно, один или несколько других
иммуномодулирующих полипептидов, например цитокин, такой как интерлейкин (например, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-7, IL-9 и IL-12), интерферон (например, IFNα, IFNβ или IFNω) и т.п., которые могут
усиливать эффективность иммунореактивных полипептидов.
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Область техники, к которой относится изобретение 

Это изобретение относится к мезенхимальным стволовым клеткам. Более конкретно, это изобрете-

ние относится к первичным мезенхимальным стволовым клеткам (MSC) для доставки полипептидов, 

которые являются иммунореактивными против патологических агентов, таких как патогены и токсины, 

так же как к способам получения таких MSC и использования таких MSC против патологических аген-

тов. 

Включение списка последовательностей 

Информация о биологических последовательностях для этой заявки включена в текстовом файле 

ASCII, имеющем наименование файла "TU-491-SEQ.txt", созданном 11 марта 2013 г., и имеющем 12954 

байт, содержание которого приведено в настоящем документе в качестве ссылки. 

Предпосылки изобретения 

Мезенхимальные стволовые клетки (MSC) представляют собой уникальные мультипотентые клет-

ки-предшественники, которые в настоящее время используют в качестве векторов для генотерапии для 

множества состояний, включая злокачественные опухоли и аутоиммунные заболевания. Хотя MSC пре-

имущественно известны по противовоспалительным свойствам в ходе аллогенной трансплантации MSC, 

существует доказательство, что MSC могут фактически стимулировать приобретенный иммунитет в кон-

кретных условиях. MSC идентифицированы в широком множестве тканей, включая костный мозг, жиро-

вую ткань, плаценту и пуповинную кровь. Жировая ткань является одним из наиболее богатых извест-

ных источников MSC. 

MSC успешно трансплантировали аллогенным хозяевам во множестве клинических и доклиниче-

ских условий. Эти донорные MSC часто стимулируют иммунотолерантность, включая ингибирование 

реакции трансплантат против хозяина (GvHD), которая может развиваться после трансплантации клеток 

или ткани от несовпадающего по главному комплексу гистосовместимости (МНС) донора. Уменьшенные 

симптомы GvHD после переноса MSC обусловлены непосредственным ингибированием посредством 

MSC пролиферации Т- и В-клеток, цитотоксичности покоящихся клеток естественных киллеров и созре-

вания дендритных клеток (DC). По меньшей мере в одном исследовании опубликовано получение анти-

тел против трансплантированных аллогенных MSC. Тем не менее, способность предотвращать GvHD 

также позволяет предполагать, что MSC, экспрессирующие чужеродный антиген, могут иметь преиму-

щество над другими типами клеток (т.е., DC) в ходе клеточной вакцинации в избирательной индукции 

иммунных ответов только на чужеродный антиген(ы), экспрессированные MSC, а не специфически на 

донорные MSC. 

Применение модифицированных MSC также исследовали in vivo для улучшения иммуномодули-

рующих свойств MSC. MSC, трансдуцированные для сверхпродукции IL-10, супрессировали индуциро-

ванный коллагеном артрит в модели на мышах (Choi et al., 2008). Кроме того, MSC, экспрессирующие 

глюкагоноподобный пептид-1, трансплантированные в модели болезни Альцгеймера на мышах, приво-

дили к уменьшению накопления А-бета в головном мозге (Klinge et al., 2011). В модели остеопении на 

мышах, мыши после введения трансдуцированных MSC, обладающих стабильной сверхэкспрессией 

морфогенетического белка кости, обладали увеличенной плотностью кости (Kumar et al., 2010). В модели 

повреждения спинного мозга на крысах крысы после лечения MSC, стабильно сверхэкспрессирующие 

нейротрофический фактор головного мозга, обладали лучшим общим ответом, чем крысы после введе-

ния только MSC (Sasaki et al., 2009). Наконец, в модели обструкции выходного отверстия мочевого пу-

зыря на крысах крысы после введения трансдуцированных MSC с стабильной сверхэкспрессией фактора 

роста гепатоцитов обладали уменьшенным накоплением коллагена в мочевом пузыре (Song et al., 2012). 

Эти исследования указывают на то, что модифицированные MSC являются полезным и осуществимым 

носителем для экспрессии и доставки белка для нацеливания на различные заболевания и ткани. 

MSC исследовали в качестве носителя для доставки противораковых лекарственных средств из-за 

присущей им тенденции к хоумингу в микроокружении опухолей, и подробный обзор приведен в (Loe-

binger and Janes, 2010). MSC использовали также для стимуляции апоптоза опухлеродных клеток посред-

ством экспрессии IFNα или IFNγ (Li et al., 2006; Ren et al., 2008). Кроме того, недавно MSC использовали 

для предотвращения и ингибирования образования опухолей и метастазирования. В исследовании Wei et 

al., исследовали применение иммортализованных вирусом папилломы человека (HPV) MSC, экспресси-

рующих белки Е6/Е7 HPV, в сочетании с вакциной модифицированного слитого белка Е7 в модели опу-

холи на мышах, где вводили клетки метастазирующей фибросаркомы (Wei et al., 2011). Эта группа обна-

ружила, что только для мышей, иммунизированных как экспрессирующими Е7 MSC, так и вакциной мо-

дифицированного белка Е7, показано уменьшение роста опухолей и специфический для Е7 ответ анти-

тел. Мыши после введения либо MSC, либо белковой вакцины отдельно, не были способны вызывать 

ответ против Е7 или ингибировать рост опухоли при метастазирующей саркоме. Хотя ранее определили, 

что эти иммортализованные MSC не являются опухлеродными, они персистируют у мышей дольше 21 

суток, в отличие от первичных MSC (т.е. не иммортализованных), которые поддаются детекции только 

очень короткое время после введения (Gao et al., 2001; Abraham et al., 2004; Ohtaki et al., 2008; Prockop, 

2009). Таким образом, могут присутствовать непредвиденные долгосрочные исходы (т.е., вытеснение 

эндогенных MSC и изменение иммуномодулирующих способностей, которые не оценивают в этом ис-
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следовании) при использовании иммортализованных MSC, даже если доказано, что они являются не зло-

качественными. В других исследованиях показано, что иммортализованные MSC могут становиться 

опухлеродными, и таким образом, их необходимо тщательно исследовать, чтобы определить, являются 

ли они действительно безопасными для использования. 

Трансплантированные первичные неиммортализованные MSC персистируют не более нескольких 

суток in vivo (Gao et al., 2001; Abraham et al., 2004; Ohtaki et al., 2008; Prockop, 2009). 

В то время как MSC в первую очередь известны их иммуносупрессивными свойствами, в несколь-

ких опубликованных сообщениях показано также напрямую, что MSC стимулируют приобретенный им-

мунитет. В совместных культурах MSC усиливали пролиферацию В-клеток, экспрессию IL-6 и образова-

ние секретирующих IgG плазматических клеток in vitro; эти В-клеточные ответы можно было далее уси-

ливать с помощью MSC в комбинации с агонистом TLR (липополисахаридом или ДНК CpG). MSC, сен-

сибилизированные токсоидом столбняка, стимулировали пролиферацию и экспрессию цитокинов (IL-4, 

IL-10, IFNγ) в линии специфических для токсоида столбняка CD4 Т-клеток. Подобным образом, MSC, 

культивированные в низких соотношениях (1:100) с лимфоцитами в присутствии антигена, улучшали 

пролиферацию лимфоцитов и формирование подгруппы CD4 Th17, которая являлась частично зависи-

мой от IL-6 и TGFβ. Обнаружено также, что MSC экспрессируют MHC-I и перекрестно представляют 

антиген для размножения CD8 Т-клеток как in vitro, так и in vivo. 

Обнаружено также, что иммунорегуляция MSC является зависимой от внешних сигналов. В при-

сутствии воспалительных цитокинов или симуляторов терапия MSC, которая ранее являлась супресси-

рующей, может становиться иммуностимулирующей. 

Например, MSC, обработанные молекулами специфического ассоциированного с патогенами моле-

кулярного профиля (РАМР), могут становиться либо противовоспалительными, либо провоспалитель-

ными, в зависимости от РАМР, которыми их обрабатывают in vitro. В ходе индуцированного коллагеном 

артрита, в условиях воспалительного заболевания, трансплантация аллогенных MSC, по сообщениям, 

усиливала иммунные ответы Th1 и секрецию IL-6, что имитировали in vitro посредством прямой стиму-

ляции MSC TNFα. Введение MSC также, по сообщениям, обостряло заболевание индуцированным кол-

лагеном артритом и усиливало секрецию спленоцитами IL-6 и IL-17. Предварительная обработка MSC 

IFNγ (в среднем диапазоне), по сообщениям, приводит к повышающей регуляции экспрессии MHC-I и II 

и улучшает способности фагоцитоза и презентации антигена, таким образом, стимулируя пролиферацию 

CD4 и CD8 Т-клеток и образование противоопухолевых CD8
+
 цитотоксических Т-лимфоцитов (CTL). 

Вакцины часто являются эффективными и экономически эффективными средствами предотвраще-

ния инфекционного заболевания. Для вакцин показан поддающийся трансформации потенциал уничто-

жения одного из изнуряющих заболеваний, оспы, в то же время предоставляя возможность контроля 

других заболеваний, включая дифтерию, полиомиелит и краснуху, которые ранее вызывали широко рас-

пространенные заболеваемость и смертность. Разработка вакцин включает в себя тестирование ослаб-

ленного или инактивированного варианта патогена или идентификацию компонента патогена (т.е., субъ-

единицы, токсоида и вирусоподобных частиц вакцины), который вызывает иммунный ответ, который 

защищает реципиентов от заболевания, когда они подвергаются воздействию действительного патогена. 

В идеале, одиночная вакцина может являться способной нацеливаться на все основные патогены челове-

ка (многосторонней), вызывать сильный защитный иммунитет к этим патогенам без индукции нежела-

тельных побочных эффектов, и все еще являться вполне недорогой для производства на дозу. В случае 

продуцируемых вирусами или клетками-хозяевами белков, вероятно доказано, что получение вакцины, 

включающее в себя человеческий посттрансляционный процессинг, имитирующее природную инфек-

цию, обладает преимуществами перед бактериальными или другими системами экспрессии. 

Общепринятыми способами вакцинации к настоящему времени не удалось обеспечить защиту про-

тив HIV, туберкулеза, малярии и многих других заболеваний, включая Денге, герпес и даже вирусную 

инфекцию верхних дыхательных путей. Причины, по которым общепринятые способы вакцинации не 

являлись успешными, являются сложными и изменчивыми. Например, HIV интегрирует функциональ-

ные провирусные геномы в ДНК клеток-хозяев, таким образом, формируя латентность или персистен-

цию. После формирования латентности/персистенции, не является возможным уничтожение HIV, даже с 

помощью высоко активной противоретровирусной терапии. 

Более новые альтернативные способы иммунизации включают в себя как ДНК-вакцины, так и кле-

точные вакцины. ДНК-вакцины включают в себя трансфекцию клеток в участке вакцинации ткани коди-

рующей антиген плазмидой, которая позволяет местным клеткам (т.е. миоцитам) продуцировать вакцин-

ный антиген in situ. В клеточных вакцинах используют прямой перенос предварительно сенсибилизиро-

ванных или трансфицированных антигенпредставляющих клеток хозяина (например, дендритных клеток, 

DC), экспрессирующих или представляющих вакцинный антиген. Преимуществом этих способов являет-

ся то, что вакцинные антигены продуцируются in vivo и являются легко доступными для иммунологиче-

ского процессинга. Несмотря на многочисленные сообщения об успешном доклиническом тестировании, 

оба таких способа обладают распространенными скрытыми проблемами. Исследования ДНК-вакцинации 

у человека показывают плохую эффективность, связанную с врожденными различиями между мышью и 
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человеком (Cavenaugh et al., 2011; Wang et al., 2011). Для способов вакцинации DC показан ограничен-

ный клинический успех для терапевтических вакцинаций против злокачественных опухолей, и они обла-

дают высокой стоимостью получения из-за необходимости индивидуальной адаптации (Bhargava et al., 

2012; Palucka and Banchereau, 2012). 

Дополнительным ограничением современной технологии вакцин является время, затрачиваемое на 

разработку вакцины против данного патогена. Это является особенно проблематичным в случае воздей-

ствия вновь возникающих патогенов и преднамеренно или случайно высвобождаемых патогенов и ток-

синов, где необходимы средства для быстрой защиты против таких возникающих патогенов и биологи-

ческих угроз. Способы и эписомально трансфицированные MSC, описанные в настоящем документе, 

направлены на эти нужды. 

Сущность изобретения 

Настоящее изобретение относится к иммунопротективным первичным мезенхимальным стволовым 

клеткам (IP-MSC), которые эписомально экспрессируют множество иммунореактивных полипептидов, 

специфически нацеленных на патоген (например, инфекционный вид вируса, бактерии или паразита) или 

токсин, так же как к способам получения и применения IP-MSC. IP-MSC являются трансфицированными 

одним или несколькими эписомальными векторами, кодирующими два или более (например, от 2 до 

приблизительно 100) поддающихся экспрессии иммунореактивных полипептидов (например, полнораз-

мерных антител, одноцепочечных вариабельных фрагментов антител (ScFV), фрагментов антител Fab 

или F(ab')2, диател, триотел и т.п.). Необязательно, IP-MSC может экспрессировать один или несколько 

других иммуномодулирующих полипептидов, например, цитокин, такой как интерлейкин (например, IL-

2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, и IL-12), интерферон (например, IFNα, IFNβ или IFNω) и т.п., которые могут 

усиливать эффективность антигенсвязывающих полипептидов для нейтрализации патогена или токсина. 

Каждый иммунореактивный полипептид содержит аминокислотную последовательность антигенсвязы-

вающей области от или из нейтрализующего антитела (например, нативного антитела от подвергнутого 

воздействию субъекта), специфического для антигена, продуцируемого патогеном, или специфического 

для токсина, или содержит аминокислотную последовательность варианта антигенсвязывающей области, 

включающую в себя одну или несколько замен (например, консервативных замен) в его аминокислотной 

последовательности, и предпочтительно, разделяющую по меньшей мере приблизительно 50% идентич-

ность последовательности (например, по меньшей мере приблизительно 60, 70, 80, 90, или 95% идентич-

ность последовательности) с нативной антигенсвязывающей областью. Каждый пептид антигенсвязы-

вающей области или его вариант аранжирован и ориентирован для специфического связывания и ней-

трализации патогена или токсина. 

В некоторых вариантах осуществления IP-MSC экспрессируют, например, по меньшей мере 2, 3, 4, 

5 или 6 иммунореактивных полипептидов, или вплоть до до приблизительно 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 

90 или 100 иммунореактивных полипептидов, специфически нацеленных на патоген или токсин. Напри-

мер, каждый иммунореактивный полипептид может быть специфически нацелен и связывать белок или 

его фрагмент из патогенного организма, или токсин (например, рицин, абрин, токсин сибирской язвы, 

токсин ботулизма), который может быть получен посредством организма in situ или может находиться в 

химически выделенной или очищенной форме. 

IP-MSC можно использовать для получения пассивного иммунитета против или для лечения ин-

фекции патогеном или воздействия токсина (например, посредством нейтрализации). IP-MSC можно 

предоставлять в фармацевтически приемлемом носителе (например, буфере, таком как фосфатно-

солевой буфер, или любом другом забуференном материале, пригодном для поддержания жизнеспособ-

ных трансфицированных первичных MSC) для использования в качестве фармацевтической композиции 

для лечения или предотвращения инфекционного заболевания, вызванного патогеном, или для облегче-

ния вредных эффектов токсина. В некоторых вариантах осуществления IP-MSC содержат происходящие 

из костного мозга MSC, в то время как в некоторых других вариантах осуществления IP-MSC содержат 

жировые клетки MSC, клетки MSC плаценты или клетки MSC пуповинной крови. 

IP-MSC, описанные в настоящем документе, являются особенно полезными для временной пассив-

ной защиты против патогенов и токсинов, по меньшей мере, частичной, поскольку первичные MSC яв-

ляются гипоиммуногенными клетками, на которые, как правило, не нацеливается иммунная система. 

Таким образом, IP-MSC являются переносимыми подвергаемым лечению субъектом, что позволяет клет-

кам выживать в течение достаточного времени для экспрессии, продукции и высвобождения иммуноре-

активных полипептидов для связывания и нейтрализации патогенного организма или токсина, воздейст-

вию которых субъект подвергался или может подвергаться. Кроме того, первичные MSC, как правило, 

обладают ограниченной продолжительностью жизни в организме, таким образом, уменьшая потенциал 

нежелательных долговременных побочных эффектов лечения MSC (например, канцерогенности), кото-

рые могут являться проблемой для иммортализованных MSC. 

Следующие варианты осуществления настоящего изобретения 1-35 представлены для дополни-

тельной иллюстрации объема и различных аспектов изобретения. Эти варианты осуществления пред-

ставлены в качестве неограничивающих иллюстраций IP-MSC и способов, описанных в настоящем до-

кументе. 
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Вариант осуществления 1 относится к иммунопротективным первичным мезенхимальным стволо-

вым клеткам (IP-MSC), эписомально экспрессирующим множество иммунореактивных полипептидов, 

специфически нацеленных на патоген или токсин. IP-MSC являются трансфицированными одним или 

несколькими эписомальными векторами, кодирующими иммунореактивные полипептиды. Каждый им-

мунореактивный полипептид содержит аминокислотную последовательность из антигенсвязывающей 

области нейтрализующего антитела, специфического для антигена, продуцируемого патогеном, или спе-

цифического для токсина, или аминокислотную последовательность варианта последовательности анти-

генсвязывающей области, содержащего одну или несколько замен в его аминокислотной последователь-

ности и разделяющего по меньшей мере приблизительно 50% идентичность последовательности с по-

следовательностью антигенсвязывающей области; и последовательность антигенсвязывающей области 

или ее вариант аранжирован и ориентирован для специфического связывания и нейтрализации патогена 

или токсина; и где эписомальный вектор, необязательно, содержит индуцируемый ген апоптоза. 

Вариант осуществления 2 относится к IP-MSC из варианта осуществления 1, где IP-MSC эписо-

мально экспрессируют от 2 до приблизительно 100 иммунореактивных полипептидов. 

Вариант осуществления 3 относится к IP-MSC из варианта осуществления 1 или 2, где IP-MSC так-

же экспрессируют один или несколько других иммуномодулирующих средств. 

Вариант осуществления 4 относится к IP-MSC из варианта осуществления 3, где одно или несколь-

ко иммуномодулирующих средств выбраны из интерлейкинов и интерферонов. 

Вариант осуществления 5 относится к IP-MSC из варианта осуществления 3, где одно или несколь-

ко иммуномодулирующих средств выбраны из L-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-12, IFNα, IFNβ и IFNω. 

Вариант осуществления 6 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-5, где каж-

дый иммунореактивный полипептид выбран из полноразмерного антитела, одноцепочечного вариабель-

ного фрагмента антитела (ScFV), одновалентного антигенсвязывающего фрагмента антитела (Fab), двух-

валентного антигенсвязывающего фрагмента антитела (F(ab')2), диатела и триотела. 

Вариант осуществления 7 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-6, где один 

или несколько из иммунореактивных полипептидов содержит аминокислотную последовательность ва-

рианта антигенсвязывающей области, и где замены в аминокислотной последовательности варианта со-

держат консервативные замены. 

Вариант осуществления 8 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-7, где один 

или несколько из иммунореактивных полипептидов содержит аминокислотную последовательность ва-

рианта антигенсвязывающей области, и где аминокислотная последовательность варианта разделяет по 

меньшей мере приблизительно 80% идентичность последовательности с последовательностью антиген-

связывающей области. 

Вариант осуществления 9 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где пато-

ген представляет собой вирусный патоген. 

Вариант осуществления 10 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где па-

тоген представляет собой бактериальный патоген. 

Вариант осуществления 11 относится kIP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где па-

тоген представляет собой одноклеточный паразитический патоген. 

Вариант осуществления 12 содержит IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где пато-

ген представляет собой многоклеточный паразитический патоген. 

Вариант осуществления 13 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где па-

тоген представляет собой вирусный патоген, выбранный из группы, состоящей из аденовируса; вируса 

папилломы; гепаднавируса; парвовируса; поксвируса; вируса Эпштейна-Барр; цитомегаловируса (CMV); 

вируса простого герпеса; розеоловируса; вируса ветряной оспы; филовируса; парамиксовируса; ортомик-

совируса; рабдовируса; аренавируса; коронавируса; энтеровируса человека; вируса гепатита А; ринови-

руса человека; вируса полиомиелита; ретровируса; ротавируса; флавивируса; гепацивируса; и вируса 

краснухи. 

Вариант осуществления 14 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где па-

тоген представляет собой бактериальный патоген из рода, выбранного из группы, состоящей из 

 
Вариант осуществления 15 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где па-

тоген представляет собой паразитический патоген, выбранный из группы, состоящей из 
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Вариант осуществления 16 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-8, где ан-

тигенный полипептид выбран из группы, состоящей из: гемагглютинина 1 (НА1) гриппа; гемагглютини-

на 2 (НА2) гриппа; нейраминидазы (NA) гриппа; гликопротеина 1 (gp1) вируса Ласса (LASV); гликопро-

теина 2 (gp2) LASV; ассоциированного с нуклеокапсидом белка (NP) LASV; белка L LASV; белка Z 

LASV; белка S вируса SARS; GP2 вируса Эбола; белка слияния 1 (F1) вируса кори; трансмембранного 

белка (ТМ) HIV-1; гликопротеина 41 (gp41) HIV-1; гликопротеина 120 (gp120) HIV-1; гликопротеина 1 

оболочки (Е1) вируса гепатита С (HCV); гликопротеина 2 оболочки (Е2) HCV; белка нуклеокапсида (p22) 

HCV; гликопротеина оболочки (Е) вируса лихорадки западного Нила (WNV); гликопротеина оболочки 

(Е) вируса японского энцефалита (JEV); гликопротеина оболочки (Е) вируса желтой лихорадки (YFV); 

гликопротеина оболочки (Е) вируса клещевого энцефалита (TBEV); гликопротеина оболочки 1 (Е1) ви-

руса гепатита G (HGV); белка слияния (F) респираторно-синцитиального вируса (RSV); белка gD вируса 

простого герпеса 1 (HSV-1); белка gG HSV-1; белка gD HSV-2; белка gG HSV-2; корового белка вируса 

гепатита В (HBV); гликопротеина 125 (gp125) вируса Эпштейна-Барр (EBV); бактериального фактора 

сборки белка наружной мембраны BamA; бактериального белка модуля сборки и транслокации TamA; 

бактериального белка ассоциированного с транспортом полипептидов белкового домена; бактериального 

поверхностного антигена D15; защитного белка сибирской язвы; летального фактора сибирской язвы; 

отечного фактора сибирской язвы; S1Da Salmonella typhii; S1Db Salmonella typhii; токсина холеры; белка 

теплового шока холеры; антигена S Clostridium botulinum; ботулинического токсина; F1 Yersina pestis; 

антигена V Yersina pestis; YopH Yersina pestis; YopM Yersina pestis; YopD Yersina pestis; фактора актива-

ции плазминогена (Pla) Yersina pestis; белка циркумспорозоита (CSP) Plasmodium; поверхностного белка 

спорозоита (SSP2/TRAP) Plasmodium; антигена 1 печеночной стадии (LSA1) Plasmodium; экспортируе-

мого белка 1 (ЕХР 1) Plasmodium; связывающего эритроциты антигена 175 (ЕВА-175) Plasmodium; бога-

того цистеином защитного антигена (cyRPA) Plasmodium; белка теплового шока 70 (hsp70) Plasmodium; 

Sm29 Schistosoma; и белка передачи сигнала 14-3-3 Schistosoma. 

Вариант осуществления 17 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-16, где IP-

MSC получены из происходящих из костного мозга мезенхимальных стволовых клеток. Вариант осуще-

ствления 18 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-16, где IP-MSC получены из 

происходящих из жировой ткани мезенхимальных стволовых клеток. 

Вариант осуществления 19 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-18 для ле-

чения инфекции патогена или токсичности из-за воздействия токсина. 

Вариант осуществления 20 относится к IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-18 для 

предотвращения инфекции патогена или для предотвращения токсичности из-за воздействия токсина. 

Вариант осуществления 21 относится к фармацевтической композиции для лечения инфекции, вы-

званной патогеном, или для лечения воздействия токсина, содержащей IP-MSC из любого из вариантов 

осуществления 1-20 в фармацевтически приемлемом носителе. 

Вариант осуществления 22 относится к фармацевтической композиции для предотвращения инфек-

ции, вызванной патогеном, или для облегчения эффектов воздействия токсина, содержащей IP-MSC из 

любого из вариантов осуществления 1-20 в фармацевтически приемлемом носителе. 

Вариант осуществления 23 относится к применению IP-MSC из любого из вариантов осуществле-

ния 1-20 для предотвращения инфекции, вызванной патогеном, или для предотвращения токсичности из-

за воздействия токсина. 

Вариант осуществления 24 относится к применению IP-MSC из любого из вариантов осуществле-

ния 1-20 для лечения текущей инфекции, вызванной патогеном, или для облегчения эффектов воздейст-

вия токсина. 

Вариант осуществления 25 относится к применению IP-MSC из любого из вариантов осуществле-

ния 1-20 для изготовления фармацевтической композиции для лечения инфекции, вызванной патогеном, 

или для облегчения эффектов воздействия токсина. 

Вариант осуществления 26 относится к применению IP-MSC из любого из вариантов осуществле-

ния 1-20 для изготовления фармацевтической композиции для предотвращения инфекции, вызванной 

патогеном, или для предотвращения токсичности из-за воздействия токсина. 

Вариант осуществления 27 относится к способу лечения инфекции, вызванной патогеном, или ле-

чения воздействия токсина, включающему в себя введение субъекту терапевтически эффективной дозы 
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IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-20. 

Вариант осуществления 28 относится к способу предотвращения инфекции, вызванной патогеном, 

или предотвращения токсичности из-за воздействия токсина, включающему в себя введение субъекту 

профилактической дозы IP-MSC из любого из вариантов осуществления 1-20. 

Вариант осуществления 29 относится к способу лечения или предотвращения вспышки заболева-

ния, вызванного патогеном, или облегчения воздействия токсина, включающему в себя стадию введения 

иммунопротективных первичных мезенхимальных стволовых клеток (IP-MSC) субъекту, подвергнутого 

воздействию или подверженного риску воздействия патогена или токсина; где IP-MSC являются транс-

фицированными одним или несколькими эписомальными векторами, кодирующими по меньшей мере 

два иммунореактивных полипептида, специфически нацеленных на патоген или токсин, где каждый им-

мунореактивный полипептид содержит антигенсвязывающую область нейтрализующего антитела, спе-

цифического для патогена или токсина, или кодирующими вариант антигенсвязывающей области, где 

вариант включает в себя одну или несколько замен в аминокислотной последовательности антигенсвя-

зывающей области и разделяет по меньшей мере 50% идентичность последовательности с антигенсвязы-

вающей областью нейтрализующего антитела. 

Вариант осуществления 30 относится к способу из варианта осуществления 29, включающему в се-

бя дополнительную стадию трансфекции первичных мезенхимальных стволовых клеток одним или не-

сколькими эписомальными векторами, кодирующими по меньшей мере два иммунореактивных полипеп-

тида. 

Вариант осуществления 31 относится к способу из варианта осуществления 30, включающему в се-

бя дополнительную стадию идентификации нейтрализующих антител против патогена или токсина из 

одного или нескольких образцов крови, полученных от одного или нескольких переживших патогенное 

заболевание или воздействие токсина, перед трансфекцией первичных MSC. 

Вариант осуществления 32 относится к способу из любого из вариантов осуществления 29-31, 

включающему в себя дополнительную стадию получения одного или нескольких эписомальных векто-

ров, кодирующих поддающиеся экспрессии аминокислотные последовательности по меньшей мере двух 

или более иммунореактивных полипептидов, перед трансфекцией первичных MSC. 

Вариант осуществления 33 относится к способу из любого из вариантов осуществления 29-32, где 

IP-MSC выбраны из любого из пп.1-20. 

Вариант осуществления 34 относится к способу получения профилактических или терапевтических 

мезенхимальных стволовых клеток для лечения или предотвращения вспышки заболевания, вызванного 

патогеном, или для облегчения воздействия токсина, включающему в себя стадию трансфекции первич-

ных мезенхимальных стволовых клеток одним или несколькими эписомальными векторами, кодирую-

щими по меньшей мере два иммунореактивных полипептида, содержащих аминокислоты из антигенсвя-

зывающей области нейтрализующего антитела, специфического для патогена или токсина, или коди-

рующими вариант последовательности антигенсвязывающей области, для получения иммунопротектив-

ных первичных мезенхимальных стволовых клеток (IP-MSC), экспрессирующих иммунореактивные по-

липептиды; где вариант включает одну или несколько замен в аминокислотной последовательности из 

антигенсвязывающей области и разделяет по меньшей мере 50% идентичность последовательности с 

последовательностью антигенсвязывающей области нейтрализующего антитела. 

Вариант осуществления 35 относится к способу из варианта осуществления 34, включающему в се-

бя дополнительную стадию идентификации нейтрализующих антител против патогена или токсина из 

образцов крови, полученных от одного или нескольких переживших патогенное заболевание или воздей-

ствие токсина, перед трансфекцией первичных MSC. 

Вариант осуществления 36 относится к способу из варианта осуществления 34 или варианта осуще-

ствления 35, включающему в себя дополнительную стадию получения одного или нескольких эписо-

мальных векторов, кодирующих поддающиеся экспрессии аминокислотные последовательности по 

меньшей мере двух или более иммунореактивных полипептидов, перед трансфекцией первичных MSC. 

Вариант осуществления 37 относится к способу из любого из вариантов осуществления 34-36, где 

IP-MSC выбраны из любого из вариантов осуществления 1-20. 

Вариант осуществления 38 относится к эписомальному вектору, кодирующему поддающуюся экс-

прессии аминокислотную последовательность иммунопротективного полипептида; где каждый иммуно-

реактивный полипептид содержит аминокислотную последовательность из антигенсвязывающей области 

нейтрализующего антитела, специфического для антигена, продуцируемого патогеном, или специфиче-

ского для токсина, или аминокислотную последовательность варианта последовательности антигенсвя-

зывающей области, содержащего одну или несколько замен в его аминокислотной последовательности и 

разделяющего по меньшей мере приблизительно 50% идентичность последовательности с последова-

тельностью антигенсвязывающей области; где последовательность антигенсвязывающей области или ее 

варианта аранжирована для специфического связывания и нейтрализации патогена или токсина; и где 

эписомальный вектор, необязательно, включает индуцируемый ген апоптоза. 
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Краткое описание чертежей 

На фиг. 1 представлена схематическая иллюстрация полноразмерного антитела IgG, ScFV, тандем-

ного диатела и триотела. 

На фиг. 2 схематически проиллюстрирован эписомальный вектор для трансфекции первичных 

MSC, как описано в настоящем документе (панель А); и бицистронный вектор, используемый для транс-

фекции MSC из жировой ткани человека для экспрессии MAb человека против LASV GP19.7E (панель 

В). 

На фиг. 3 проиллюстрированы нуклеотидные последовательности тяжелых цепей MAb IgG челове-

ка против LASV GP10.4B (SEQ ID NO: 1) и MAb человека против LASV GP19.7E (SEQ ID NO: 1). 

На фиг. 4 проиллюстрированы нуклеотидные последовательности легких цепей MAb IgG человека 

против LASV GP10.4B (SEQ ID NO: 3) и MAb человека против LASV GP19.7E (SEQ ID NO: 4). 

На фиг. 5 проиллюстрированы аминокислотные последовательности тяжелых и легких цепей MAb 

IgG человека против LASV GP10.4B (НС: SEQ ID NO: 5; LC: SEQ ID NO: 7) и MAb человека против 

LASV GP19.7E (НС: SEQ ID NO: 6; LC: SEQ ID NO: 8). 

На фиг. 6 представлен график процента выживших против суток после инфекции LASV для мор-

ских свинок, подвергнутых лечению MAb IgG человека против LASV GP10.4B и MAb человека против 

LASV GP19.7E, по сравнению с контрольными морскими свинками, подвергнутых обработке свободной 

от антител средой. 

Подробное описание выбранных вариантов осуществления 

Иммунопротективные первичные мезенхимальные стволовые клетки, описанные в настоящем до-

кументе, эписомально экспрессируют множество иммунореактивных полипептидов, специфически наце-

ленных на представляющий интерес патоген или токсин. Каждый иммунореактивный полипептид со-

держит аминокислотную последовательность антигенсвязывающей области нейтрализующего антитела, 

специфического для антигена, продуцируемого патогеном, или специфического для токсина, или амино-

кислотную последовательность варианта антигенсвязывающей области, содержащего одну или несколь-

ко замен в его аминокислотной последовательности и разделяющего по меньшей мере приблизительно 

50% идентичность последовательности с антигенсвязывающей областью. Антигенсвязывающая область 

или ее вариант аранжированы и ориентированы для специфического связывания и нейтрализации пато-

гена или токсина, т.е., когда IP-MSC приводят в контакт с патогеном или токсином, например, когда IP-

MSC вводят субъекту, и субъект подвергается воздействию патогена или токсина. Замены в варианте 

могут содержать или составлять консервативные замены, или, в некоторых случаях, неконсервативные 

замены, которые усиливают аффинность связывания или избирательность связывания варианта по срав-

нению с нативной антигенсвязывающей областью, или которые улучшают, усиливают или иным жела-

тельным образом действуют на одно или несколько свойств иммунореактивных полипептидов, таких как 

физические, химические или конформационные свойства. 

IP-MSC потенциально можно использовать против любого патогена или токсина, для которого 

можно идентифицировать нейтрализующие антитела. IP-MSC и способы, описанные в настоящем доку-

менте, являются особенно полезными для обеспечения относительно быстро развивающегося, но кратко-

временного (например, вплоть до одного или двух месяцев) пассивного иммунитета против патогена или 

токсина. Такие патогены включают в себя вирусы, бактерии, паразиты (одноклеточные и многоклеточ-

ные паразиты), и т.п. Например, IP-MSC можно использовать в качестве защитного средства в случае 

преднамеренного или случайного высвобождения патогена или токсина. Кроме того, IP-MSC против 

конкретных патогенных вирусов (например, LASV, вируса Эбола, вируса Денге), бактерий 

 
можно использовать в качестве временной защиты для субъектов, путешествующих в районы, где 

патогены являются энедмичными, или для предотвращения инфекций, обычно приобретаемых пациен-

тами в больницах (например, устойчивого к метициллину  

 устойчивых к ванкомицину 

 и т.п.). 

Фактором, вносящим важный вклад в дизайн лекарственных средств на основе MSC, является про-

стота выделения и размножения в культуре MSC. Теоретически, одним сбором MSC из костного мозга 

можно получить достаточно MSC для тысяч клинических применений, благодаря присущей им способ-

ности к размножению (Newman et al., 2009). Такое размножение потенциально сильно улучшает произ-

водственные возможности GMP для использования MSC для клинических применений и снижает произ-

водственные расходы по сравнению с другими типами клеток. 

Как применяют в настоящем документе, термин "иммунореактивный полипептид" и его граммати-

ческие варианты относится к полипептиду, включающему пептид, кодирующий антигенсвязывающую 

область нейтрализующего антитела против представляющего интерес патогена или токсина, или вариант 

антигенсвязывающей области, который сохраняет специфичность для патогена или токсина, но отлича-
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ется от структуры нативного антитела по присутствию одной или нескольких замен (например, консер-

вативной замены) в аминокислотной последовательности нативной антигенсвязывающей области. Неог-

раничивающие примеры иммунореактивных полипептидов включают в себя полноразмерные антитела 

(например, антитело IgG), антигенсвязывающие фрагменты таких полноразмерных антител и другие по-

липептиды, включающие в себя одну или несколько определяющих комплементарность областей (CDR) 

таких антител, аранжированные и ориентированные для связывания с антигеном. Функциональные анти-

генсвязывающие фрагменты антител включают в себя полипептиды Fab, F(ab')2, Fv, ScFv, диатела и 

триотела. 

Как применяют в настоящем документе, термин "антигенсвязывающая область" относится к участ-

ку антитела, связывающему антиген. Антигенсвязывающая область состоит из вариабельных доменов 

тяжелой цепи и легкой цепи (VH и VL), каждый из которых включает четыре консервативные каркасные 

области (FR) и три CDR. CDR меняются по последовательности и определяют специфичность антитела 

для конкретного антигена. Домены VH и VL вместе формируют участок, который специфически связыва-

ет конкретный антиген. 

Фрагменты антител Fab (антигенсвязывающие фрагменты) представляют собой иммунореактивные 

полипептиды, содержащие одновалентные антигенсвязывающие домены антитела, состоящие из поли-

пептида, состоящего из вариабельной области тяжелой цепи (VH) и части константной области 1 тяжелой 

цепи (CH1), и полипептида, состоящего из вариабельной области легкой цепи (VL) и части константной 

области легкой цепи (CL), в которой части CL и CH1 связаны вместе, предпочтительно, дисульфидной 

связью между остатками Cys. 

Фрагмент антитела Fv представляет собой димер, содержащий домены VH и VL. 

Фрагмент F(ab')2 состоит из двух полипептидов типа Fab, связанных вместе посредством дисуль-

фидного мостика между их частями СН1. 

ScFV ("одноцепочечный вариабельный фрагмент" или "одноцепочечное антитело") представляет 

собой иммунореактивный полипептид, содержащий пептиды VL и VH, соединенные вместе посредством 

гибкого, как правило, гидрофильного связывающего пептида достаточной длины (как правило, длиной 

приблизительно 15 аминокислот), чтобы позволить ассоциацию VL и VH в антигенсвязывающей конфи-

гурации. Одним из распространенных гибких связывающих пептидов является (Gly4Ser)3. Необязательно, 

ассоциацию VH и VL можно стабилизировать посредством одной или нескольких межмолекулярных ди-

сульфидных связей. 

Как применяют в настоящем документе и как является общеизвестным в данной области, термин 

"диатело" относится к иммунореактивному полипептиду, содержащему 

либо (а) два ScFV, связанные вместе посредством короткого пептида или связи между двумя ScFV 

(например, между частями VL) с формированием короткого димерного ScFV, 

либо (b) комплекс, содержащий два подобных ScFV полипептида, в которых связывающий пептид 

является слишком коротким, чтобы позволять прямое взаимодействие между VL и VH одной и той же 

полипептидной цепи, так что две такие молекулы вынуждены вступать в межмолекулярную ассоциацию 

в форме димера. Два антигенсвязывающих домена диатела могут являться специфическими для одного и 

того же антигена или двух различных антигенов. 

Как применяют в настоящем документе и как является общеизвестным в данной области, термин 

"триотело" относится к иммунореактивному полипептиду, содержащему три подобных ScFV антигенсвя-

зывающих домена. Структурно, триотело представляет собой димер, состоящий из двух полипептидных 

цепей, связанных вместе посредством дисульфидного мостика, в котором первый полипептид содержит 

ScFV, связанный с дополнительным доменом VL через полипептидную цепь CL, и второй полипептид 

содержит ScFV, связанный с дополнительным доменом VH через полипептидную цепь CH1. Дисульфид-

ный мостик формируется между остатком Cys в CL и остатком Cys в СН1, так что дополнительный VL 

первого полипептида вступает в ассоциацию с дополнительным VH второго полипептида в антигенсвя-

зывающей конфигурации, так что триотело в целом включает три антигенсвязывающих домена. Три ан-

тигенсвязывающих домена триотела могут являться специфическими для одного и того же антигена или 

для двух или трех различных антигенов. 

На фиг. 1 схематически проиллюстрировано полноразмерное антитело IgG, ScFV, диатело тандем-

ного типа и триотело, как обсуждают выше. 

Применение терминов "a" и "an" и "the" и сходных объектов ссылки в контексте описываемого изо-

бретения (особенно в контексте следующей формулы изобретения) следует рассматривать как покры-

вающее как единственное, так и множественное число, если в настоящем документе не указано иначе 

или явно не противоречит контексту. Термины "включающий", "имеющий", "включающий в себя" и "со-

держащий" следует рассматривать как неограничивающие термины (т.е., означающие "включающий в 

себя, но без ограничения"), если не указано иначе. Ссылка на диапазон значений в настоящем документе 

предназначена просто, чтобы служить в качестве способа сокращения индивидуальной ссылки на каждое 

отдельное значение, попадающее в диапазон, если не указано иначе в настоящем документе, и каждое 

отдельное значение включено в описание, как если бы на него была приведена индивидуальная ссылка в 

настоящем документе. Все способы, описанные в настоящем документе, можно осуществлять в любом 
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пригодном порядке, если в настоящем документе не указано иначе или иным образом явно не противо-

речит контексту. Использование всех без исключения примеров, или иллюстративных выражений (на-

пример, "такой как"), представленных в настоящем документе, предназначено просто для лучшего осве-

щения изобретения и не устанавливает ограничения на объем изобретения, если в формуле изобретения 

не заявлено иначе. Никакое выражение в описании не следует рассматривать как указывающее на любой 

не заявленный в формуле изобретения элемент как на необходимый для практического осуществления 

изобретения. 

Предпочтительно иммунопротективные полипептиды разделяют по меньшей мере приблизительно 

50% идентичность последовательности с антигенсвязывающей областью природного (нативного) анти-

тела (например, по меньшей мере приблизительно 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, или 99% идентич-

ность последовательности с антигенсвязывающей областью природного антитела). Как применяют в на-

стоящем документе, термины "природное антитело", "нативное антитело" и их грамматические варианты 

относятся к антителу, специфическому для представляющего интерес патогена или токсина, которое 

идентифицировано из образца крови субъекта, подвергнутого воздействию патогена или токсина. 

Неограничивающие примеры вирусных патогенов, на которые можно нацеливать иммунопротек-

тивные полипептиды, продуцируемые IP-MSC, описанными в настоящем документе, включают в себя: 

аденовирусы; вирусы папилломы; гепаднавирусы (например, гепатит В); парвовирусы; поксвирусы (на-

пример, вирус натуральной оспы, вирус осповакцины); вирус Эпштейна-Барр; цитомегаловирус (CMV); 

вирусы простого герпеса; розеоловирус; вирус ветряной оспы; филовирусы (например, вирус Эбола и 

вирус марбургской болезни); парамиксовирусы (например, вирус кори, вирус свинки, вирус Нипах, ви-

рус Хендра, респираторно-синцитиальный вирус (RSV) человека, вирусы парагриппа, вирус болезни 

Ньюкасла, и метапневмовирус человека); ортомиксовирусы (например, вирусы гриппа А, гриппа В и 

гриппа С); рабдовирусы (например, лиссавирус, известный также как вирус бешенства); аренавирусы 

(например, вирус Ласса); коронавирусы (вирус тяжелого острого респираторного синдрома (SARS)); эн-

теровирусы человека; вирус гепатита А; риновирусы человека; вирус полиомиелита; ретровирусы (на-

пример, вирус иммунодефицита человека 1 (HIV-1)); ротавирусы; флавивирусы, (например, вирус лихо-

радки западного Нила, вирус Денге, вирус желтой лихорадки); гепацивирусы (например, вирус гепатита 

С); и вирус краснухи. 

Неограничивающие примеры бактериальных патогенов, на которые можно нацеливать иммунопро-

тективные полипептиды, продуцируемые IP-MSC, описанные в настоящем документе, включают в себя 

любые виды патогенных бактерий из рода, выбранного из 

 
Неограничивающие примеры паразитических патогенов, на которые можно нацеливать иммуно-

протективные полипептиды, продуцируемые IP-MSC, описанными в настоящем документе, включают в 

себя одноклеточных и многоклеточных паразитов, таких как 

 
Неограничивающие примеры вирусных антигенов, на которые можно нацеливать иммунопротек-

тивные полипептиды, продуцируемые IP-MSC, описанными в настоящем документе, включают в себя: 

полипептиды вируса гриппа, такие как гемагглютинин 1 (НА1), гемагглютинин 2 (НА2), и нейраминида-

за (NA); полипептиды вируса Ласса (LASV), такие как гликопротеин 1 (gp1) LASV, гликопротеин 2 (gp2) 

LASV, ассоциированный с нуклеокапсидом белок (NP) LASV, белок L LASV и белок Z LASV; полипеп-

тиды вируса SARS, такие как белок S вируса SARS; полипептиды вируса Эбола, такие как GP2 вируса 

Эбола; полипептиды вируса кори, такие как белок слияния 1 (F1) вируса кори; полипептиды HIV-1, такие 

как трансмембранный белок (ТМ) HIV, гликопротеин 41 (gp41) HIV, гликопротеин 120 (gp120) HIV; по-

липептиды вируса гепатита С (HCV), такие как гликопротеин 1 оболочки (E1) HCV, гликопротеин 2 обо-
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лочки (Е2) HCV, белок нуклеокапсида (р22) HCV; полипептиды вируса лихорадки западного Нила 

(WNV), такие как гликопротеин оболочки (Е) WNV; полипептиды вируса японского энцефалита (JEV), 

такие как гликопротеин оболочки (Е) JEV; полипептиды вируса желтой лихорадки (YFV), такие как гли-

копротеин оболочки (Е) YFV (E); полипептиды вируса клещевого энцефалита (TBEV), такие как глико-

протеин оболочки (Е) TBEV; полипептиды вируса гепатита G (HGV), такие как гликопротеин 1 оболочки 

(El) HGV; полипептиды респираторно-синцитиального вируса (RSV), такие как белок слияния (F) RSV; 

полипептиды вируса простого герпеса (HSV), такие как белок gD HSV-1, белок gG HSV-1, белок gD 

HSV-2 и белок gG HSV-2; полипептиды вируса гепатита В (HBV), такие как коровый белок HBV; и по-

липептиды вируса Эпштейна-Барр (EBV), такие как гликопротеин 125 (gp125) EBV. 

Неограничивающие примеры бактериальных антигенов, на которые можно нацеливать иммунопро-

тективные полипептиды, продуцируемые IP-MSC, описанными в настоящем документе, включают в се-

бя: бактериальный фактор сборки белка наружной мембраны BamA; бактериальный белок модуля сбор-

ки и транслокации TamA; белок ассоциированного с транспортом полипептидов белкового домена; бак-

териальный поверхностный антиген D15 из широкого множества видов бактерий; полипептиды Bacillus 

anthracis, такие как защитный белок сибирской язвы, летальный фактор сибирской язвы и отечный фак-

тор сибирской язвы; полипептиды Salmonella typhii, такие как S1Da и S1Db; полипептиды Vibrio cholerae, 

такие как токсин холеры и белок теплового шока холеры; полипептиды Clostridium botulinum, такие как 

антиген S и ботулинический токсин; и полипептиды Yersina pestis, такие как F1, антиген V, YopH, YopM, 

YopD и фактор активации плазминогена (Pla). 

Неограничивающие примеры паразитических антигенов, на которые можно нацеливать иммуно-

протективные полипептиды, продуцируемые IP-MSC, описанными в настоящем документе, включают в 

себя: полипептиды возбудителя малярии (Plasmodium), такие как белок циркумспорозоита (CSP), по-

верхностный белок спорозоита (SSP2/TRAP), антиген 1 печеночной стадии (LSA1), экспортируемый бе-

лок 1 (ЕХР 1), связывающий эритроциты антиген 175 (ЕВА-175), богатый цистеином защитный антиген 

(cyRPA) и белок теплового шока 70 (hsp70) Plasmodium; и полипептиды Schistosoma, такие как Sm29 и 

белок передачи сигнала 14-3-3. 

Предпочтительно IP-MSC вводят парентерально (например, внутривенной, подкожной, или внут-

римышечной инъекцией или инфузией). IP-MSC можно составлять в форме раствора, суспензии или 

эмульсии в ассоциации с фармацевтически приемлемым носителем (например, стерильной водой, соле-

вым раствором, раствором декстрозы, фосфатно-солевым буфером и сходными материалами, пригодны-

ми для введения живых стволовых клеток). Необязательно, добавки, поддерживающие изотоничность 

(например, маннит) или химическую стабильность (например, консерванты), можно включать в носи-

тель. 

Как применяют в настоящем документе, "терапевтически эффективная доза" представляет собой 

количество (например, количество IP-MSC), такое, что при введении, IP-MSC приводят к уменьшению 

или прекращению уже присутствующих симптомов заболевания (например, от приблизительно одной 

сотни тысяч до приблизительно одной сотни миллионов клеток). Дозу и количество доз (например, од-

нократной или множественных доз), вводимые субъекту, можно менять в зависимости от множества 

факторов, включая способ введения, состояние и характеристики пациента (пол, возраст, масса тела, со-

стояние здоровья, рост), степень симптомов, сопутствующее лечение, частоту обработок и желательный 

эффект, идентичность и количество антигенных полипептидов, экспрессируемых IP-MSC, и т.п. Коррек-

ция установленных режимов дозирования и манипуляция с ними, так же как способы in vitro и in vivo 

определения терапевтической эффективности IP-MSC для индивидуума, находятся полностью в компе-

тенции специалиста в области медицины. 

"Профилактическая доза" представляет собой количество (например, количество IP-MSC), такое, 

что при введении, MSC предотвращают инфекцию патогена, из которого происходит полипептид, экс-

прессируемый IP-MSC (например, от приблизительно одной сотни тысяч до приблизительно одной сотни 

миллионов клеток). Дозу и количество доз (например, однократной или множественных доз), вводимые 

субъекту, можно менять в зависимости от множества факторов, включая способ введения, состояние и 

характеристики пациента (пол, возраст, масса тела, состояние здоровья, рост), степень симптомов, сопут-

ствующее лечение, частоту обработок и желательный эффект, идентичность и количество антигенных 

полипептидов, экспрессируемых IP-MSC, и т.п. Коррекция установленных режимов дозирования и ма-

нипуляция с ними, так же как способы in vitro и in vivo определения профилактической эффективности 

IP-MSC для индивидуума, находятся полностью в компетенции специалиста в области медицины. 

Как применяют в настоящем документе, термин "эписомально трансфицированный" и его грамма-

тические варианты относятся к не интегрирующей трансфекции экзогенной эписомальной ДНК (напри-

мер, плазмидой или другим эписомальным вектором) для получения клеток с неизмененной хромосом-

ной ДНК, в которых полипептид, кодируемый ДНК, экспрессируется в эписоме внутри MSC, т.е., без 

геномной интеграции экзогенной ДНК. Как применяют в настоящем документе, термин "эписома" и его 

грамматические варианты относится к замкнутым кольцевым молекулам ДНК, которые реплицируются в 

ядре, и предназначен для включения экзогенных плазмид, введенных в MSC. Предпочтительно первич-

ные MSC трансфицируют плазмидой, которая кодирует антигенный полипептид, и предпочтительно, 
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кодирует также регуляторные элементы (например, промотор) для облегчения эписомальной экспрессии 

антигенного полипептида. Необязательно, MSC также можно эписомально трансфицицировать геном 

индуцируемого апоптоза для индукции гибели клеток (апоптоза) при активации подходящим сигналом 

(например, с использованием контролируемой тетрациклином активации транскрипции, обозначаемой 

также как "Tet-вкл. и Tet-выкл", в которой тетрациклин или доксицилин используют для включения 

транскрипции апоптотического гена), так что IP-MSC можно уничтожать у субъекта, если желательно 

или необходимо (например, если развиваются нежелательные побочные эффекты). Термин "эписомаль-

ный вектор" относится к экспрессирующему вектору, содержащему плазмиду или другую кольцевую 

ДНК, кодирующую антигенный полипептид. 

Первичные MSC можно эписомально трансфицировать любым пригодным способом. Например, 

первичные MSC можно трансфицировать плазмидой, кодирующей антигенный полипептид с использо-

ванием электропорации, липофекции и т.п. Электропорация является предпочтительным способом 

трансфекции, в отличие от других способов трансфекции с использованием катионных липидов (т.е. ли-

пофекции) поскольку могут присутствовать остаточные липиды после трансфекции, которые могут быть 

не полностью удалены при обработке MSC для доставки, и могут приводить к непредвиденным побоч-

ным эффектам. 

Неограничивающие примеры эписомальных векторов, пригодных для использования в качестве не-

интегрирующих векторов для трансфекции эукариотических клеток (например, первичных MSC), вклю-

чают в себя векторы на основе вируса обезьян 40, векторы на основе вируса Эпштейна-Барр, векторы на 

основе вируса папилломы, векторы на основе вируса ВК и т.п., которые хорошо известны в области мо-

лекулярной генетики. 

В настоящем документе описан также способ лечения или предотвращения патогенного заболева-

ния или облегчения воздействия токсина с использованием IP-MSC, описанных в настоящем документе. 

Один из вариантов осуществления способа включает в себя стадии: необязательно, идентификации ней-

трализующих антител против патогена или токсина, идентифицированных из образца крови от одного 

или нескольких переживших патогенное заболевание или воздействие токсина; трансфекции первичных 

мезенхимальных стволовых клеток одним или несколькими эписомальными векторами, кодирующими 

по меньшей мере два иммунореактивных полипептида, содержащих антигенсвязывающую область ней-

трализующего антитела, специфического для патогена или токсина (например, антитела, идентифициро-

ванного на стадии (a)), или кодирующими вариант антигенсвязывающей области, для получения IP-MSC, 

экспрессирующих иммунореактивные полипептиды; и введения IP-MSC субъекту, подверженного воз-

действию или подверженного риску воздействия патогена или токсина. Вариант, если его используют, 

включает одну или несколько замен в аминокислотной последовательности антигенсвязывающей облас-

ти, предпочтительно, разделяет по меньшей мере 50% идентичность последовательности с антигенсвя-

зывающей областью нейтрализующего антитела. 

Отбор и дизайн антител и иммунных молекул 

Усовершенствованные способы транспорта иммуноцитов от переживших воздействие  

патогенных агентов или токсинов 

Выделение и криоконсервация мононуклеарных клеток периферической крови (РВМС) из образцов 

крови должны сохранять целостность настолько многих В-клеток, насколько это практично, для обеспе-

чения в конечном счете выделения и характеризации часто встречающихся и редких специфичностей. В 

качестве подтверждения концепции, выздоравливающих пациентов с лихорадкой Ласса (LF) в центрах 

клинических исследований Западной Африки (Kenema Government Hospital, Sierra Leone и Irrua Specialist 

Teaching Hospital, Nigeria) идентифицируют с использованием современной иммунодиагностики на ос-

нове рекомбинантных белков. Цельную кровь отбирают при полностью информированном согласии, и 

РВМС выделяют в специально отведенных и полностью оборудованных помещениях для культивирова-

ния клеток. РВМС подвергают криоконсервации с использованием разработанных буферов 

(RPMI/20%FBS∆/10%DMSO) и способов (скорость охлаждения приблизительно -1°С/мин до конечной 

температуры приблизительно -80°С, >5×10
6 

клеток/флакон), с которыми получают высоко жизнеспособ-

ные культуры клеток после размораживания. Образцы быстро транспортируют в США в одобренных 

IATA криогенных контейнерах для дальнейшей переработки. Количество и процент В-клеток перед 

криоконсервацией оценивают на месте количественной проточной цитометрией (с помощью высокопор-

тативного цитометра BD ACCURIC6), посредством определения общего количества РВМС, и конкретно, 

В-клеток (CD19
+
, CD20

+
), Т-клеток (CD3

+
, CD 4

+
, CD 8

+
), NK-клеток (CD16

+
, CD56

+
) и моноцитов 

(CD14
+
, CD16

+
), для каждой процедуры выделения. Процедуру повторяют после размораживания для 

определения доли потерь РВМС и подгрупп клеток. Сходные способы можно использовать для иденти-

фикации других антител, например, антител против гриппа, продуцированных РВМС от субъектов с до-

кументированными недавними инфекциями. Когда это целесообразно, как при гриппе, криоконсервацию 

можно обходить, позволяя выделение В-клеток из свежеотобранной крови. 
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Способы быстрого определения микробиома у индексированных пациентов,  

выздоравливающих после воздействия патогена или токсина 

Чтобы продемонстрировать, что платформу доставки генов MSC можно быстро привести в дейст-

вие в качестве барьера для группы высокого риска (участники военных действий, служб экстренного 

реагирования и т.д.) против высоко трансмиссивного заболевания, новый патоген, идентифицированный 

в Сьерра-Леоне или Нигерии, используют в качестве модели. Это близко воспроизводит или имитирует 

сценарий для пациента, доступного через приблизительно 2-3 недели после воздействия патогена или 

токсина (например, известного или неизвестного происхождения), так же как для преднамеренно распро-

страненных или случайно распространенных патогенов или токсинов. 

Метагеномика микроорганизмов, несмещенная характеризация нуклеиновых кислот микроорганиз-

мов, может быстро идентифицировать инфекционные патогены у пациентов, выздоравливающих после 

неизвестных биологических угроз. Микроорганизмы, присутствующие в клинических образцах, как пра-

вило, идентифицируют посредством культивирования или посредством направленных молекулярных 

способов, таких как PCR или связывание антигена. Культивирование занимает много времени, и многие 

микроорганизмы просто невозможно культивировать in vitro. Направленные способы обладают также 

недостатками, поскольку они требуют заведомого знания организма. Приблизительно 30% считываний 

для микроорганизмов в образцах для лихорадки неясного происхождения (FUO) из Сьерра-Леоне и Ни-

герии не имеют совпадений в базе данных GENBANK. Технология, описанная в настоящем документе, 

является чувствительной (т.е., способной к детекции низкокопийного патогена в разнообразной смеси 

эндогенных микроорганизмов) и масштабируемой (т.е., способной к быстрому исследованию больших 

количеств образцов от пациентов). Улучшенные молекулярные способы конструирования библиотек для 

секвенирования Illumina разработаны с использованием субнанограммовых количеств РНК. Современ-

ные способы конструирования библиотек масштабированы, так что сотни образцов можно перерабаты-

вать параллельно. Разработан биоинформатический информационный канал, по которому можно быстро 

идентифицировать все микроорганизмы, присутствующие в массивах данных секвенирования нового 

поколения. При наличии этих способов, полный геном собирают для неизвестного вируса в течение при-

близительно 2 суток, и для неизвестной бактерии в течение приблизительно 4 суток. 

Компьютерные программы для определения вирулентных детерминант патогена (например, глико-

протеинов для вхождения вируса или токсинов). Вирулентные факторы относятся к белкам (т.е., продук-

там генов), которые позволяют микроорганизму развиваться у человека и усиливают его потенциал для 

вызова заболевания. Разработан биоинформатический и компьютерный информационный канал, по ко-

торому можно быстро идентифицировать вирулентные факторы ранее неизвестных организмов из боль-

ших метагеномных наборов данных, который задействует несколько публично доступных баз данных 

вирулентных факторов (MvirDB, Tox-Prot, SCORPION, вирулентные факторы PRINTS, VFDB, TVFac, 

Islander, ARGO и подгруппа VIDA) и позволяет быструю (в пределах нескольких часов) идентификацию 

вирулентных факторов для вновь включенных данных геномной последовательности. Проводят экспе-

рименты для подтверждения способности программы правильно идентифицировать вирулентные факто-

ры, на которые можно нацеливать защитные антитела. 

Защитные антитела 

В-клетки обогащают посредством истощения не относящихся к В клеток из РВМС с использовани-

ем сепаратора MACS (Miltenyi Biotec) и магнитных бусин, покрытых, например, αCD2, CD4, CD11b, 

CD16, CD36, αIgE, CD235a и т.п. Антигенспецифические циркулирующие В-клетки памяти, которые 

связываются с меченными флуорохромом рекомбинантными вирулентными детерминантами (например, 

GP LASV или гемагглютинином вируса гриппа, НА) сортируют посредством проточной цитометрии и 

депонируют непосредственно в 96-луночных планшетах при плотности отдельных клеток. РНК выделя-

ют из отдельных клеток (Norgen Biotek, Qiagen) и подвергают обратной транскрипции в кДНК, с после-

дующей амплификацией тяжелых и легких цепей иммуноглобулинов. Разработанные на заказ олигонук-

леотиды позволяют прямое клонирование генов тяжелых и легких цепей в запатентованные векторы для 

экспрессии полностью человеческих моноклональных антител (CHOLCelect, Патент США US 8076102, 

Luis M Branco et al., полное содержание которых приведено в настоящем документе в качестве ссылки) 

или реконструирование в форме одноцепочечных антител, диател или триотел для быстрой экспрессии и 

очистки из культур Е. coli. ELISA для связывания с вирулентными детерминантами (GP или НА) или 

анализы нейтрализации патогена (на основе псевдочастиц) используют для быстрой идентификации по-

тенциально защитных антител. Антитела с желательными свойствами клонируют в поликлональный экс-

прессирующий вектор, описанный в настоящем документе, и тестируют в качестве отдельных специ-

фичностей в анализах нейтрализации живого вируса для верификации активности в более подходящей 

биологической системе in vitro. 

Способы избегания формирования химерных неправильно отсортированных антител 

Для обеспечения разработки наиболее широко применимой, защитной и устойчивой к ускользаю-

щим мутантам платформы осуществляют дизайн олигоклонального антитела. С этой целью каждое анти-

тело, проявляющее нейтрализующие свойства желательным образом, тестируют в форме полноразмер-
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ных и одноцепочечных (ScFV) вариантов. Многие ScFV сохраняют свойства исходных полноразмерных 

IgG благодаря точному представлению критических антигенсвязывающих CDR. Альтернативно, комби-

нации диател и триотел можно включать в платформы экспрессирующих векторов для терапевтического 

применения. Этот способ олигоклональных IgG/ScFV может предотвращать формирование неподходя-

щим образом смешанных тяжелых и легких цепей, когда более одного антитела экспрессируют в отдель-

ной MSC. В некоторых вариантах осуществления, желательного уровня терапевтической активности до-

стигают посредством интеграции нескольких ScFV и одного полноразмерного антитела, для которого 

можно идентифицировать эффекторные функции, или которое теряет активность при переводе в одноце-

почечный вариант. 

Отбор и дизайн конструкций нуклеиновой кислоты 

Дизайн вектора для обеспечения достаточных уровней и длительности экспрессии для защиты про-

тив заражения. Многокопийную, неинфекционную, не интегрирующую, кольцевую эписому используют 

для экспрессии защитных полностью человеческих одноцепочечных фрагментов антител, полноразмер-

ных IgG или других иммунореактивных полипептидов против множества (потенциально сотен) бактери-

альных, вирусных, грибковых или паразитических белков или белковых токсоидов одновременно (см. 

фиг. 1, на которой проиллюстрированы иммуномодуляторы типа IgG, ScFV, диатела и триотела). В неко-

торых предпочтительных вариантах осуществления, эписома основана на компонентах, полученных из 

экспрессирующей кассеты ядерного антигена 1 (EBNA1) и точки начала репликации OriP вируса Эп-

штейна-Барр (EBV). Это предпочтительно является единственными компонентами EBV, которые ис-

пользуют, так что вирусы не реплицируются или не собираются. Эта система приводит к стабильной 

внехромосомной персистенции и длительной эктопической экспрессии гена в мезенхимальных стволо-

вых клетках. В способах, описанных в настоящем документе, ScFV или другие иммунореактивные поли-

пептиды эффективно экспрессируют в MSC и секретируют из MSC в защитных количествах. Полнораз-

мерное нейтрализующее LASV антитело в hADMSC экспрессировали в качестве подтверждения концеп-

ции. Способность основанных на EBV эписом вводить и поддерживать очень большие фрагменты ге-

номной ДНК человека (>300 т.п.о.) в клетках человека является другим значительным преимуществом 

способов, описанных в настоящем документе. Этот признак позволяет клонирование десятков экспрес-

сирующих элементов в вектор, способный к репликации в бактериях, поддающийся крупномасштабной 

очистке, трансфекции в hMSC и репликации в форме эписомальной плазмиды. Целевые уровни экспрес-

сии иммунореактивных полипептидов (например, ScFV) составляют приблизительно 10 пг/клетку/сутки 

для каждого иммунореактивного полипептида, с предпочтительными уровнями экспрессии 5 

пг/клетку/сутки. Инфузией приблизительно 1×10
11

 MSC с производительностью 10 пг/клетку/сутки для 

каждого иммунореактивного полипептида получают приблизительно 1 грамм растворимого полипептида 

в сутки, эквивалент уровня 15 мг/мл в кровотоке взрослого массой 75 кг, что является пригодным уров-

нем терапевтического дозирования. Промоторы и другие регуляторные элементы используют для управ-

ления экспрессией каждого типа иммуномодулирующих молекул. 

Несколько сообщений в литературе указывают на неклассический характер экспрессии с хорошо 

охарактеризованных промоторов в MSC. Промотор главного немедленно раннего гена цитомегаловируса 

человека (CMV-MIE) является одним из наиболее сильных известных промоторов, и главным элементом 

в получении продуцирующих множество грамм на литр рекомбинантного белкового лекарственного 

средства стабильных линий клеток млекопитающих. CMV-MIE, однако, относительно плохо транскри-

бируется в MSC. В отличие от этого, для промоторов EF1A, UBC и CAGG показаны высокие уровни 

экспрессии в MSC без очевидных признаков выключения промотора. Эписомальные векторы, исполь-

зуемые в способах, описанных в настоящем документе, могут включать любые такие промоторы. На фиг. 

2, панель А, представлена схематическая иллюстрация репрезентативного и неограничивающего приме-

ра эписомального вектора pEBV для MSC. Экспрессирующие векторы без маркеров селекции с антибио-

тиком также представлены для размножения плазмид в Е.coli. Характер репликации эписомальной плаз-

миды предотвращает ее линеаризацию рестрикционной эндонуклеазой, нарушающую открытую рамку 

считывания гена устойчивости к антибиотику. Таким образом, можно предположить, что генетические 

перестройки могут приводить к экспрессии гена устойчивости к антибиотику, потенциально вызывая 

опосредованные нежелательной устойчивостью к антибиотику побочные эффекты у человека в избран-

ных случаях. 

Этот сценарий можно предотвращать заменой генов устойчивости к антибиотику на метаболиче-

ские селективные маркеры для роста и размножения плазмид в штаммах Е.coli, если необходимо или 

желательно. 

Дизайн регуляторных элементов для целевых уровней экспрессии индивидуальных  

терапевтических молекул и выключения 
Регуляторные элементы в векторе используют для обеспечения желательных секретируемых уров-

ней и уровней в сыворотке каждой представляющей интерес иммуномодулирующей молекулы. Экспрес-

сия полноразмерных антител, ScFV, или других иммунореактивных полипептидов получает преимуще-

ство от сильных промоторов (например, CMV, EF1A, CAGG и т.д.) для достижения терапевтических 
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уровней в сыворотке в течение менее чем одних суток после введения MSC. Другие иммуномодулирую-

щие молекулы, такие как цитокины, часто экспрессируют и секретируют на низких уровнях и временно 

посредством MSC. Для обеспечения требуемой гибкости различных уровней и временных интервалов 

экспрессии такими генами управляют со слабых базальных промоторов (т.е. ТК), или посредством кон-

тролируемой индукции с промотора Tet вкл./выкл. Система промоторов Tet получает преимущество от 

использования безвредных аналогов антибиотика, таких как ангидротетрациклин, который активирует 

промотор Tet в концентрациях на 2 log ниже концентрации тетрациклина, не приводит к нарушению ре-

гуляции кишечной флоры, не приводит к устойчивости к поликетидным антибиотикам и не проявляет 

активности антибиотика. Ангидротетрациклин является полностью растворимым в воде, и его можно 

вводить в питьевых рационах для стимуляции активации выбранных генов в трансфицированных MSC. 

Потенциальную токсичность ангидротетрациклина, первого продукта распада тетрациклина в организме 

человека, можно обходить введением других аналогов, таких как доксицилин, одобренный FDA аналог 

тетрациклина, который также активирует систему промоторов Tet вкл./выкл. Эту систему предпочти-

тельно используют в дизайне предохранительного "аварийного отключения" посредством точной регу-

ляции индуцируемой экспрессии сильного проапоптотического гена (например, Bax) для инициации на-

правленного апоптоза трансфицированных MSC в случае нежелательных побочных эффектов, или когда 

достигают желательной терапевтической конечной точки. Недавние усовершенствования в системе Tet-

вкл. привели к намного улучшенной репрессии подтекания промотора и способности отвечать на Dox в 

концентрациях вплоть до 100 раз более низкой, чем в исходной системе Tet (Tet-On Advanced, Tet-On 3 

Г). Маркеры селекции с лекарственным средством не используют для сохранения стабильности векто-

ра в трансфицированных MSC: векторы на основе EBV, которые, как известно, реплицируются и сохра-

няются в дочерних клетках в соотношении 90-92% на клеточный цикл. 

Исследования безопасности/иммуногенности вектора 

Поскольку эписомы не продуцируют реплицирующиеся вирусы, и клетки, в которых они экспрес-

сируются, не продуцируют молекул МНС в каких-либо значительных количествах, эписомы не приводят 

к вызванному вектором иммунитету, который может предотвращать последующее использование плат-

формы у индивидуума. Это можно подтверждать разработкой чувствительного анализа для детекции 

иммунных ответов (ELISA антител и анализы на основе Т-клеток) на компоненты, полученные из экс-

прессирующей кассеты ядерного антигена 1 вируса Эпштейна-Барр (EBV), и на фон MSC (типирование 

HLA). Проводят генетические исследования для исследования частоты интеграции EBV в хромосому 

клетки-хозяина (FISH, Саузерн-блоттинг, qPCR) и для измерения временного характера репликации век-

тора. Сообщают, что векторы EBV сохраняют приблизительно 90-92% репликации на клеточный цикл в 

отсутствие селективного маркера. Уменьшающаяся частота репликации вносит вклад в вывод вектора из 

системы хозяина. Компартментализацию инъецированных MSC оценивают у нечеловекообразных при-

матов (NHP) посредством отслеживания флуоресцентно меченных клеток, предварительно нагруженных 

проникающими через мембрану клеток красителями (зеленым CMFDA, оранжевым CMTMR), которые 

после эстерификации не могут больше пересекать липидный бислой и становятся высоко флуоресцент-

ными. Такие измерения проводят на свежеприготовленных срезах тканей (лимфатические узлы, печень, 

селезенка, мышцы, головной мозг, поджелудочная железа, почка, кишечник, сердце, легкое, глаз, ткани 

репродуктивных органов самцов и самок) или посредством сканирования всего тела. Дополнительные 

срезы тканей перерабатывают для выделения ДНК и РНК для анализа последовательностей вектора и 

соответствующих транскриптов. Дизайн олигонуклеотидов, специфических для каждого иммунореак-

тивного полипептида, цитокина и выключающего транскрипта, позволяет оценку индивидуальной экс-

прессии гена во всех тканях. Некоторые промоторы более активно транскрибируются в некоторых тка-

нях, чем другие, что требует оценки как предпочтительной локализации MSC в периферических тканях 

после инъекции, так и заселения MSC и соответствующей транскрипционной активности рекомбинант-

ных генов. С этой целью можно включать две искусственные нуклеиновые кислоты - метки "штрих-

кодов", одну специфическую для управляемых Tet вкл./выкл. транскриптов РНК, и другую для эписо-

мальной векторной ДНК. Эти метки позволяют быструю идентификацию самых уникальных последова-

тельностей среди фона генома и транскриптома NHP и человека (см. фиг. 2).  

Выбор и дизайн способа доставки 

MSC в качестве носителей для временной доставки терапевтических молекул 

MSC поддаются крупномасштабной электропорации, с вплоть до 90% эффективностью. MaxCyte, 

Inc. (Gaithersburg, MD) продает на рынке систему крупномасштабной трансфекции "MaxCyte VLX, 

компактное, простое в использовании устройство, специально разработанное для временной трансфек-

ции в необычайно большом объеме в стерильном, закрытом окружении для трансфекции. С использова-

нием технологии проточной электропорации, в MAXCYTE VLX можно трансфицировать вплоть до при-

близительно 2×10
11

 клеток менее, чем приблизительно за 30 мин, с высокой жизнеспособностью клеток и 

эффективностью трансфекции в стерильном, закрытом окружении для трансфекции. Эту соответствую-

щую cGMP систему можно использовать для быстрой продукции рекомбинантных белков, от лаборатор-

ного масштаба до пилотных испытаний и коммерческого производства с cGMP". MSC можно выращи-
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вать в средах химически определенного состава (CD), в окружении для крупномасштабного культивиро-

вания клеток. Недавние усовершенствования в биотехнологической инженерии привели к быстрой раз-

работке составов CD, поддерживающих крупномасштабное размножение MSC без потери плюрипотент-

ных характеристик и с сохранением генетической стабильности. Происходящие из жировой ткани MSC 

можно легко получать при процедурах липосакции, со средним получением от процедуры приблизи-

тельно 1×10
8
 MSC, таким образом, обеспечивая достаточное количество для размножения ex vivo перед 

помещением в банк (приблизительно 25 удвоений, >3×10
15

 клеток) с оставшимися продолжительностью 

жизни и количеством удвоений (приблизительно 25), достаточными для обеспечения экспрессии и дос-

тавки терапевтических молекул in vivo в течение нескольких недель после инфузии. Для MSC обычно 

показывают скорости удвоения в диапазоне 48-72 ч, таким образом, потенциально обеспечивающие про-

должительность жизни in vivo в диапазоне 50-75 суток. Скорость оборота MSC после инфузии можно 

оценивать посредством измерения циркулирующих уровней трансгенных продуктов и посредством де-

текции последовательностей EBV посредством qPCR в крови, назальных аспиратах и моче у человека. 

По существу полного уничтожения MSC после желательного терапевтического промежутка времени 

можно достигать индукцией самоуничтожения посредством контролируемой индуцируемой экспрессии 

проапоптотических генов, встроенных в экспрессирующий вектор. Можно оценивать также уровни цир-

кулирующих происходящих из MSC иммунореактивных полипептидов или других иммуномодуляторов 

после инъекции и индуцированные вектором аутоиммунитет или ответы GVHD у NHP. У человека мож-

но измерять дополнительные маркеры, ассоциированные с аутоиммунными или аллогенными иммунны-

ми ответами, такие как биомаркеры повреждения печени (ALT, AST), маркеры функции печени (ALB, 

BIL, GGT, ALP и т.д.) и почек (BUN, CRE, мочевина, электролиты и т.д.). 

Выделение, характеризация и помещение в банк MSC для терапевтического применения 

Отсутствие экспрессии антигенов лимфогематопоэтической линии отличает MSC от гематопоэти-

ческих клеток, эндотелиальных клеток, предшественников эндотелиальных клеток, моноцитов, В-клеток 

и эритробластов. Первичные MSC не являются иммортализованными и таким образом, подвержены 

"пределу Хейфлика" приблизительно 50 делений для первичных клеток. Тем не менее, способность раз-

множения является аномальной, где одна клетка способна продуцировать вплоть до приблизительно 10
15

 

дочерних клеток. Кроме того, MSC обладают низкой изменчивостью от партии к партии. Клеточные 

банки размеров, обеспечивающих возможность для быстрой защиты миллионов подверженных риску 

индивидуумов, можно получать пулированием больших количеств подвергнутых предварительному 

скринингу происходящих из жировой ткани доноров MSC: 

100 доноров при 1×10
8
 клеток/донора×25 поколений ex vivo=приблизительно 3×10

17
 клеток; 

при приблизительно 1×10
11 

клеток/инфузию=приблизительно 3 млн доз. 

Два способа можно использовать для получения терапевтических банков MSC: 

(1) выделение, размножение, тестирование, помещение в банк, с последующей трансфекцией, вы-

делением и введением и 

(2) выделение, размножение, тестирование, трансфекция, помещение в банк для получения готовых 

для введения клеток после размораживания и короткого восстановления. 

Для характеризации, исходный банк клеток можно тестировать на стерильность, микоплазму, про-

водить тестирование занесенных агентов in vitro и in vivo, тестирование ретровирусов, идентичности 

клеток, электронную микроскопию и ряд специфических для вирусов анализов PCR (FDA требует 14 в 

нормативных документах 1993 и 1997, и этот список пополнен на несколько дополнительных рекомен-

дованных вирусов, в основном, вирусов полиомы). При потенциальном начальном использовании сыво-

ротки в условиях первичного культивирования, тестирование можно проводить для панели бычьих виру-

сов 9CFR. Если клетки приводят в контакт со свиными продуктами в ходе обычных манипуляций, также 

предпочтительно проводят тестирование на свиные вирусы. 

Фармакокинетика/фармакодинамика (PK/PD) 

Одним из ограничений использования MSC для репарации ткани являлась неспособность клеток к 

постоянной колонизации органов после размножения ex vivo и повторной инъекции лицу, от которого 

они произошли. MSC циркулируют в течение ограниченного периода времени (например, нескольких 

недель или месяцев), независимо от того, инъецированы ли совпадающим или несовпадающим по МНС 

индивидуумам. Этот конкретный недостаток в разработке универсальной платформы доставки генов во 

взрослых MSC является преимуществом в способах, описанных в настоящем документе. Фармакокине-

тический (РК) профиль каждого трансгена, экспрессированного в трансфицированных MSC, можно оце-

нивать у NHP для каждой разработанной сконструированной платформы вектора для доставки. Одно 

исследование РК однократной дозы желательно проводить на яванских макаках, с трансфицированными 

MSC, введенными IV. В таком исследовании каждой из 2 самцов и 2 самок обезьян внутривенно (i.v.) 

водят высокую дозу (приблизительно 10
11

 клеток), промежуточную дозу (приблизительно 10
8
 клеток) и 

низкую дозу (приблизительно 10
5
 клеток) MSC. Конечные точки, подлежащие оценке, включают в себя: 

наблюдение у клетки, массу тела, количественную оценку потребления пищи, офтальмологию, электро-

кардиограмму, клиническую патологию (например, гематологию, химические реакции, свертывание, 
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анализ мочи); иммунологию (например, иммуноглобулины и периферические лейкоциты, такие как В-

клетки, Т-клетки и моноциты); иммуногенность; макропатологию (например, некропсию и массу вы-

бранных органов); гистопатологию; связывание с тканями; и фармакокинетику. Концентрации в сыво-

ротке каждого рекомбинантного антитела можно мониторировать в течение 9 недель с помощью количе-

ственного ELISA сэндвич-типа, в котором используют специфические для антитела реагенты для связы-

вания и детекции (меченные HRP анти-id) на сутки 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48 и 63. Анализы РК можно прово-

дить независимыми от модели способами с использованием программного обеспечения WINNONLIN 

(Pharsight Corp.). Фамакокинетические параметры для каждого антитела можно выражать как макси-

мальную концентрацию в сыворотке (Смакс), нормализованную по дозе концентрацию в сыворотке 

(Смакс/D), площадь под кривой зависимости концентрации от времени, от времени 0 до бесконечности 

(AUC0-∞), нормализованную по дозе площадь под кривой зависимости концентрации от времени, от вре-

мени 0 до бесконечности (AUC0-∞/D), общее выведение из организма (CL), объем распределения в ста-

ционарном состоянии (Vss), кажущийся объем распределения в терминальной фазе (Vz), время полужиз-

ни в терминальной фазе элиминации (t1/2,термин) и среднее время удержания (MRT). Периферическую цир-

куляцию и компартментализацию инъецированных MSC можно оценивать у NHP посредством отслежи-

вания флуоресцентно меченных клеток, предварительно нагруженных проникающими через мембрану 

клеток красителями CMFDA или CMTMR, как описано выше, на свежеприготовленных срезах тканей 

или посредством сканирования всего тела. Последовательности векторной ДНК и транскриптов можно 

мониторировать посредством qPCR, как описано выше. 

Возможность повторного использования 

Существует обширный объем литературы, описывающей отсутствие отторжения MSC in vivo. Тем 

не менее, этот феномен можно оценивать у NHP с помощью многократных инъекций сингенных MSC, 

модифицированных с помощью гомологичных и гетерологичных ДНК-векторов, с последующим полу-

чением иммунологического профиля аллогенных ответов. Например, одной группе NHP можно инъеци-

ровать болюс сингенных MSC, трансфицированных эписомальным вектором, экспрессирующим антите-

ла против LASV, и другой - сходным вектором, экспрессирующим антитела против вируса гриппа. Им-

мунный ответ на платформу MSC и на компоненты вектора можно оценивать еженедельно в течение 77 

суток, в ходе которых любой иммунологический ответ должен поддаваться детекции. 

Безопасность и иммуногенность у NHP после активации механизма выключения посредством вве-

дения доксицилина или других аналогов тетрациклина можно оценивать сходным образом. После режи-

ма введения доксицилина, неблагоприятные иммунологические ответы на компоненты вектора и плат-

форму доставки MSC можно оценивать сходным образом, например, сначала полусуточно в течение 

первых 2 недель, затем еженедельно в течение дополнительных 77 суток. Дополнительные маркеры 

апоптотической гибели клеток можно отслеживать посредством разработанных анализов, таких как уве-

личенный уровень лактатдегидрогеназы (LDH) и каспазы в сыворотке, и фосфатидилсерина (PS) в цир-

кулирующих MSC. Если иммунологический ответ на вектор и MSC не поддается детекции после этого 

77-суточного периода, NHP можно проводить повторную инъекцию гомологичными MSC, в одной груп-

пе MSC, трансфицированными гомологичным вектором, в то время как в другой группе можно вводить 

гетерологичный ДНК-вектор. Гомологичные и гетерологичные векторы могут иметь один тот же фон, но 

с различными репертуарами рекомбинантных антител. Этим способом можно показать иммуногенность 

против MSC и экспрессирующего ДНК-вектора, независимо от репертуара рекомбинантных антител. 

Срок 7 7 суток для оценки иммунологических реакций против платформы MSC выбран на основании 

токсикокинетических исследований множественных доз с антителами человека у яванских макаков, по-

казывающих среднее 5000-кратное уменьшение пиковых уровней в сыворотке рекомбинантного антите-

ла, введенного при 10 мг/кг в пределах этих временных рамок. В таких исследованиях у некоторых NHP 

могут развиваться ответы против антител человека около 50-60 суток после первого введения, в то время 

как у некоторых животных может никогда не развиваться поддающийся детекции гуморальный ответ на 

гетерологичные IgG. 

Транспорт MSC 

Желательно, чтобы MSC можно было транспортировать в устройстве, позволяющем транспорт по 

тепловой цепи (37°С) генетически модифицированных MSC, позволяющем исключение транспорта по 

холодовой цепи, с увеличенной емкостью для образца и технологиями мониторирования клеток, таком 

как устройства из MicroQ Technologies. Эти устройства поддерживают точные теплые температуры от 

приблизительно 24 до приблизительно 168 ч, таким образом, обеспечивая достаточное время для распре-

деления готового к употреблению лекарственного средства в любую точку мира. Можно вводить допол-

нительную емкость для хранения и транспорта инкапсулированных клеток, и капсулы, способные под-

держивать газообмен, по необходимости. Время, затраченное от инкапсуляции до введения, может яв-

ляться причиной метаболических изменений в IP-MSC, скорости роста клеток, изменений жизнеспособ-

ности и любых дополнительных изменений продукта, которые могут влиять на производительность. 
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Демонстрация временного защитного иммунитета 

Исследования заражения макаков после инфузии MSC, экспрессирующими защитные антитела. Cy-

nomolgus macaques подвергали инфузии MSC макака, экспрессирующими одноцепочечные антитела 

против GP LASV, затем заражали посредством IM инъекции 1000 бляшкообразующих единиц (БОЕ) ви-

руса LASV (штамма Josiah) и оценивали, как описано Geisbert et al. Животных, обладающих клиниче-

скими признаками, соответствующими терминальной LF, подвергали эвтаназии. После заражения биоло-

гические образцы перерабатывали для измерения виремии посредством анализа бляшек и RT-PCR. Ви-

русную РНК секвенировали для идентификации того, возникают ли специфические мутации в гене GPC 

после терапии у NHP. Для любого животного, погибшего от заражения, множество биологических об-

разцов, включая ткани, кровь и другие жидкости организма, отбирали для гистопатологии, иммуногисто-

химии, выделения вируса и геномной детекции. Выживших макаков мониторировали по гуморальным 

ответам на вирусные антигены посредством проведения серий анализов Вестерн-блоттинга и ELISA для 

детекции доказательств какого-либо ответа антител на главные вирусные структурные белки (G1, G2, 

NP, Z). Сходные исследования с конструкциями MSC, экспрессирующими защитные антитела против 

вируса гриппа, используют для исследований заражения человека. 

Следующие неограничивающие примеры представлены для иллюстрации конкретных признаков и 

аспектов IP-MSC и способов, описанных в настоящем документе. 

Пример 1. Нейтрализующие антитела против вируса Ласса (LASV). 

Приблизительно тридцать миллилитров цельной крови отбирали у взрослых, выживших после под-

твержденной лихорадки Ласса (LF) из Сьерра-Леоне, не ранее чем через 8 недель после выписки из 

больницы и вплоть до нескольких месяцев после выздоровления. Мононуклеарные клетки перифериче-

ской крови (РВМС) выделяли из образцов крови посредством центрифугирования в градиенте фиколла, 

подвергали криоконсервации и транспортировали в сухих транспортных контейнерах в Соединенные 

Штаты. Культуры РВМС рассевали с низкой плотностью в 96-луночные планшеты и стимулировали R8 

48 и интерлейкином-2 (IL-2) для поликлональной активации В-клеток. Супернатанты из лунок, для кото-

рых показан рост колоний после стимуляции, подвергали скринингу по связыванию IgG человека с 

планшетами для ELISA, покрытыми рекомбинантно экспрессированными белками LASV NP, GPC 

(GP1+GP2), GP1 или Z. Клоны со значительной реакционной способностью размножали, клонировали и 

подвергали повторному скринингу. РНК выделяли из клонов В-клеток, продуцирующих IgG, специфиче-

ские для белков LASV. Гены легкой цепи (LC) и тяжелой цепи (НС) IgG человека амплифицировали по-

средством RT-PCR и клонировали в векторы, экспрессирующие линейные одноцепочечные молекулы. 

Клетки НЕК-2 93Т совместно трансфицировали совпадающими конструкциями LC и НС для оценки экс-

прессии индивидуальных моноклональных антител человека (huMAb) против LASV и для очистки не-

больших количеств антител для исследований для предварительной характеризации in vitro. 

Замороженные РВМС, доставленные из Сьерра-Леоне, обладали отличной жизнеспособностью и 

высокой частотой продуцирующих антитела В-клеток памяти. Выделено более 75 независимых клонов 

В-клеток против гликопротеинов от различных пациентов. Профили связывания и специфичности hu-

MAb, специфических для компонентов GPC LASV, определяли в анализах иммунопреципитации и ELI-

SA. 

Анализ реакции нейтрализации бляшкообразования (PRNT) LASV 

Вирус Ласса (штаммы Josiah, GA391 и 803213, для которых существуют и доступны хорошие моде-

ли на морских свинках) можно предварительно инкубировать с различными разведениями (например, от 

приблизительно 10 пМ до приблизительно 300 нМ) каждого MAb перед инфекцией клеток Vero или Vero 

Е-6. Вирус можно удалять после инфекции посредством промывки дважды фосфатно-солевым буфером 

(PBS), и верхний слой среды для клеток с 0,5% агарозой можно добавлять к каждой культуре. Бляшки 

можно подсчитывать спустя приблизительно 48 ч после окрашивания нейтральным красным. Затем уро-

вень ингибирования наносят на график против концентрации, и можно рассчитывать IC50 (количество 

белка, необходимое для блокирования 50% проникновения). 

Для двух идентифицированных huMAb против LASV, обозначенных как GP10.4B и GP19.7E, пока-

зана нейтрализация вируса in vitro в анализе реакции нейтрализации бляшкообразования (PRNT) LASV. 

GP19.7E являлось значительно более активным, чем 10.4В. huMAb GP10.4B и GP19.7E обладали также 

значительным потенциалом нейтрализации живого LASV. Нуклеотидные последовательности тяжелой 

цепи (НС) и легкой цепи (LC) GP10.4B и GP19.7E показаны на фиг. 3 (НС) и фиг. 4 (LC). Соответствую-

щие аминокислотные последовательности показаны на фиг. 5. 

Пример 2. Получение иммунопротективных первичных MSC, экспрессирующих иммунореактив-

ный полипептид против LASV 

Происходящие из жировой ткани MSC рассевали в 6-луночные планшеты при плотности приблизи-

тельно 1 млн клеток/лунку в модифицированной среде Игла альфа (MEM альфа), дополненной 10% FBS. 

На следующие сутки клетки трансфицировали либо липофектамином 2000 (Invitrogen), либо PEI (Poly-

plus) и конструкцией pCMVintA 17HSD:huMAb 19.7Е в соответствии с рекомендациями производителя: 

гены легкой и тяжелой цепи антитела из huMAb GP19.7E реконструировали с оптимальными последова-

тельностями Козака и восстановленными 5'-UTR, и клонировали в бицистронный экспрессирующий век-
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тор для млекопитающих (фиг. 3, панель В), в тандемной и в противоположной ориентациях. Во временно 

трансфицированных клетках НЕК-293Т/17 генетические конструкции с противоположной ориентацией 

приводили к более высоким уровням секретированных антител, чем для тандемных эквивалентов. Ли-

нию клеток NS0, экспрессирующую huMAb GP19.7E, получали посредством трансфекции конструкция-

ми с противоположной ориентацией генов антител. Приблизительно через 48 ч после трансфекции су-

пернатанты собирали и серийно разводили в 1×PBS/0,1% BSA/0,1% ТВИН-20 для ELISA. С использова-

нием этого способа происходящие из жировой ткани MSC продуцировали приблизительно 60 нг/мл ан-

титела GP19.7E, в отличие от не подающегося детекции сигнала от пустого контрольного вектора. 

Пример 3. Защитный иммунитет против LASV посредством введения множества нейтрализующих 

антител против LASV 

Для демонстрации иммунотерапевтической активности huMAb IgG против LASV, аутбредным мор-

ским свинкам инъецировали однократную дозу приблизительно 30 мг/кг и 15 мг/кг MAb GP19.7E и MAb 

GP10.4B, соответственно, на те же самые сутки, что и заражение LASV. LASV Josiah был адаптирован 

для аутбредных морских свинок с получением поголовно летальной модели посредством внутрибрю-

шинного (i.p.) способа. Эти аутбредные морские свинки проявляли клинические признаки заболевания, 

сходные с признаками, наблюдаемыми у инбредных морских свинок линии 13 и человека. Все контроль-

ные морские свинки после инъекции свободного от антител разбавителя погибли с типичными призна-

ками лихорадки Ласса к суткам 16 эксперимента (фиг. 6). За морскими свинками после лечения huMAb 

следили до 21 суток. Ни одно из этих животных после лечения huMAb не погибло или не проявило ка-

ких-либо признаков лихорадки Ласса. Эти результаты показывают, что эта комбинация специфических 

для гликопротеинов вируса Ласса huMAb не просто продлевала выживаемость, но обеспечивала полную 

защиту против летальных эффектов вируса Ласса. 

Предпочтительные варианты осуществления этого изобретения описаны в настоящем документе, 

включая наилучший способ, известный авторам изобретения для осуществления изобретения. Варианты 

этих предпочтительных вариантов осуществления могут стать очевидными для специалистов в данной 

области при прочтении вышеприведенного описания. Авторы изобретения ожидают применение специа-

листами в данной области таких вариантов при необходимости, и авторы изобретения предусматривают 

практическое осуществление изобретения иным образом, чем конкретно описано в настоящем докумен-

те. Соответственно это изобретение включает все модификации и эквиваленты объекта, изложенного в 

прилагаемой формуле изобретения, как допустимые действующим законодательством. Более того, любая 

комбинация вышеописанных элементов во всех их возможных вариантах охвачена изобретением, если 

не указано иначе в настоящем документе или иным образом явно не противоречит контексту. 
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Полное содержание следующих ссылок и любых других идентифицированных ранее ссылок, кон-

кретно не перечисленных ниже, включено в настоящий документ в качестве ссылки. 
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Иммунопротективные первичные мезенхимальные стволовые клетки (IP-MSC), которые эписо-

мально экспрессируют множество иммунореактивных полипептидов, специфически нацеленных на па-

тоген (например, инфекционный вид вируса, бактерии или паразита) или токсин, описаны в настоящем 
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документе. IP-MSC экспрессируют два или более (например, от 2 до приблизительно 100) иммунореак-

тивных полипептидов (например, полноразмерных антител, одноцепочечных вариабельных фрагментов 

антител (ScFV), фрагментов антител Fab или F(ab)2, диател, триотел и т.п.) и необязательно, один или 

несколько других иммуномодулирующих полипептидов, например цитокин, такой как интерлейкин (на-

пример, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9 и IL-12), интерферон (например, IFNα, IFNβ или IFNω) и т.п., которые 

могут усиливать эффективность иммунореактивных полипептидов. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Иммунопротективные первичные мезенхимальные стволовые клетки (IP-MSC), которые эписо-

мально экспрессируют множество иммунореактивных полипептидов, специфически нацеленных на ви-

русный патоген, где IP-MSC являются трансфицированными одним или несколькими эписомальными 

векторами, кодирующими множество поддающихся экспрессии иммунореактивных полипептидов, где 

иммунореактивные полипептиды выбраны из полноразмерного антитела, одноцепочечного вариабельно-

го фрагмента антитела (ScFV), одновалентного антигенсвязывающего фрагмента антитела (Fab), двухва-

лентного антигенсвязывающего фрагмента антитела (F(ab')2), диатела и триотела; и иммунореактивные 

полипептиды специфически нацелены на патоген, где каждый иммунореактивный полипептид содержит 

аминокислотную последовательность антигенсвязывающей области нейтрализующего антитела, специ-

фического для антигена, продуцируемого патогеном; где последовательность антигенсвязывающей об-

ласти аранжирована для специфического связывания и нейтрализации патогена; где один или более эпи-

сомальных векторов представляют собой неинфекционные, не интегрирующие кольцевые эписомальные 

векторы; и где IP-MSC получены из происходящих из жировой ткани мезенхимальных стволовых кле-

ток. 

2. IP-MSC по п.1, где IP-MSC экспрессируют также одно или несколько других иммуномодули-

рующих средств. 

3. IP-MSC по п.2, где одно или несколько других иммуномодулирующих средств выбраны из ин-

терлейкинов и интерферонов. 

4. IP-MSC по п.2, где одно или несколько иммуномодулирующих средств выбраны из L-2, IL-4, IL-

6, IL-7, IL-9, IL-12, IFNα, IFNβ и IFNω. 

5. IP-MSC по любому из пп.1-4, где иммунореактивные полипептиды включают полноразмерное 

антитело. 

6. IP-MSC по любому из пп.1-5, где патоген выбран из группы, состоящей из аденовируса; вируса 

папилломы; гепаднавируса; парвовируса; поксвируса; вируса Эпштейна-Барр; цитомегаловируса (CMV); 

вируса простого герпеса; розеоловируса; вируса ветряной оспы; филовируса; парамиксовируса; ортомик-

совируса; рабдовируса; аренавируса; коронавируса; энтеровируса человека; вируса гепатита А; ринови-

руса человека; вируса полиомиелита; ретровируса; ротавируса; флавивируса; гепацивируса и вируса 

краснухи. 

7. IP-MSC по любому из пп.1-6, где антигенный полипептид выбран из группы, состоящей из ге-

магглютинина 1 (НА1) гриппа; гемагглютинина 2 (НА2) гриппа; нейраминидазы (NA) гриппа; гликопро-

теина 1 (gp1) вируса Ласса (LASV); гликопротеина 2 (gp2) LASV; ассоциированного с нуклеокапсидом 

белка (NP) LASV; белка L LASV; белка Z LASV; белка S вируса SARS; GP2 вируса Эбола; белка слияния 

1 (F1) вируса кори; трансмембранного белка (ТМ) HIV-1; гликопротеина 41 (gp41) HIV-1; гликопротеина 

120 (gp120) HIV-1; гликопротеина 1 оболочки (Е1) вируса гепатита С (HCV); гликопротеина 2 оболочки 

(Е2) HCV; белка нуклеокапсида (р22) HCV; гликопротеина оболочки (Е) вируса лихорадки западного 

Нила (WNV); гликопротеина оболочки (Е) вируса японского энцефалита (JEV); гликопротеина оболочки 

(Е) вируса желтой лихорадки (YFV); гликопротеина оболочки (Е) вируса клещевого энцефалита (TBEV); 

гликопротеина оболочки 1 (Е1) вируса гепатита G (HGV); белка слияния (F) респираторно-

синцитиального вируса (RSV); белка gD вируса простого герпеса 1 (HSV-1); белка gG HSV-1; белка gD 

HSV-2; белка gG HSV-2; корового белка вируса гепатита В (HBV) и гликопротеина 125 (gp125) вируса 

Эпштейна-Барр (EBV). 

8. IP-MSC по любому из пп.1-7, где один или более эписомальных векторов также кодируют инду-

цируемый ген апоптоза. 

9. IP-MSC по любому из пп.1-8, где эписомальные векторы содержат экспрессирующую кассету 

ядерного антигена 1 вируса Эпштейна-Барр (EBVNA1). 

10. IP-MSC по п.9, где иммунореактивные полипептиды кодируются в эписомальных векторах в 

противоположной ориентации генов. 

11. Фармацевтическая композиция для лечения или предотвращения вирусной инфекции, где ком-

позиция содержит IP-MSC по любому из пп.1-10 в фармацевтически приемлемом носителе. 

12. Применение IP-MSC по любому из пп.1-10 для лечения или предотвращения вирусной инфек-

ции. 
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