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(57) Реферат: 

Винахід стосується способу розробки Т-клітин, отриманих методами генної інженерії, для 
імунотерапії, які є як неалореактивними, так і стійкими до імуносупресорних лікарських засобів, 
а саме способу модифікації Т-клітин шляхом інактивації як генів, що кодують мішень 
імуносупресорного засобу, так і Т-клітинного рецептора, зокрема генів, що кодують CD52 і TCR. 
Спосіб включає застосування специфічних рідкорозщеплювальних ендонуклеаз, зокрема TALE-
нуклеаз (TAL-ефекторних ендонуклеаз) і полінуклеотидів, що кодують такі поліпептиди, для 
точно спрямованого вибору ключових генів у Т-клітинах, які доступні від донорів або з культури 
первинних клітин. Винахід відкриває шлях до стандартних і доступних стратегій адоптивної 
імунотерапії для лікування раку і вірусних інфекцій. 
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Опис 
Перехресне посилання на споріднені заявки 
За даною заявкою заявляється пріоритет відповідно до параграфа 35 U.S.C. 119(е) 

попередньої заявки США No. 61/651933, поданої 25 травня 2012 р.; і попередньої заявки США 
No. 61/696612, поданої 4 вересня 2012 р., які включені в даний опис за допомогою посилання в 5 

повному обсязі. 
Галузь техніки, до якої належить винахід 
Даний винахід стосується способів розробки Т-клітин, отриманих методами генної інженерії, 

для імунотерапії, які є неалореактивними і стійкі до імуносупресорних лікарських засобів. Даний 
винахід стосується способів модифікації Т-клітин шляхом інактивації обох генів, що кодують 10 

мішені для імуносупресорного засобу і Т-клітинного рецептора. Цей метод включає 
використання специфічних рідкорозщеплювальних ендонуклеаз, зокрема TALE-нуклеаз 
(ендонуклеаз TAL-ефектора), і полінуклеотидів, що кодують такі поліпептиди, для точно 
спрямованої селекції ключових генів Т-клітин, доступних від донорів або з культури первинних 
клітин. Винахід також стосується пре-TCRα («pT-альфа») і його функціональних похідних, 15 

химерного рецептора антигену (CAR), мультиланцюгового (CAR) і їхнього застосування для 
підвищення ефективності імунотерапії. Винахід відкриває шлях до стандартних і прийнятних 
стратегій адоптивної імунотерапії для лікування раку і вірусних інфекцій. 

Передумови створення винаходу 
Адоптивна імунотерапія, що включає перенесення аутологічних антигенспецифічних Т-20 

клітин, отриманих ex vivo, є багатообіцяючою стратегією для лікування вірусних інфекцій і раку. 
Т-клітини, використовувані для адоптивної імунотерапії, можуть бути створені або шляхом 
експансії антигенспецифічних Т-клітин, або переспрямування активності Т-клітин за допомогою 
генної інженерії (Park, Rosenberg et al. 2011). Перенесення Т-клітин, специфічних відносно 
вірусного антигену, є добре відомим методом, використовуваним для лікування вірусних 25 

інфекцій, пов'язаних із трансплантацією, і рідкісних злоякісних пухлин, пов'язаних з вірусами. 
Аналогічно, виділення і перенесення Т-клітин, специфічних для пухлини, як показано, є 
сприятливим для лікування меланоми. 

Нова специфічність Т-клітин успішно створюється шляхом генетичного перенесення 
трансгенних Т-клітинних рецепторів або химерних рецепторів антигену (CAR) (Jena, Dotti et al. 30 

2010). CAR являють собою синтетичні рецептори, що складаються з направляючої частини, яка 
пов'язана з одним або більше сигнальними доменами в єдиній гібридній молекулі. Як правило, 
зв'язувальна частина CAR складається з антигензв’язувального домену одноланцюгового 
антитіла (scFv), що включає легкий ланцюг і варіабельні фрагменти моноклонального антитіла, 
з'єднані гнучким лінкером. Успішно використовуються також зв’язувальні частини, основані на 35 

доменах рецептора або ліганду. Сигнальні домени першого покоління CAR походять з 
цитоплазматичної області CD3-дзета або гамма ланцюгів рецептора Fc. CAR першого 
покоління, як показано, успішно перенаправляють цитотоксичність Т-клітин, однак, вони не 
забезпечують пролонгованої експансії і протипухлинної активності in vivo. Сигнальні домени 
костимулюючих молекул, що включають CD28, ОХ-40 (CD134) і 4-1BB (CD137), були додані 40 

поодинці (друге покоління) або в комбінації (третє покоління) для росту виживаності і 
підвищення проліферації Т-клітин, модифікованих CAR. CAR успішно дозволяли Т-клітинам 
бути переспрямованими проти антигенів, які експресуються на поверхні пухлинних клітин з 
різних злоякісних пухлин, включаючи лімфоми і солідні пухлини (Jena, Dotti et al. 2010). 

Сучасні конструкти CAR основані на такому дизайні молекули, коли усі відповідні домени 45 

містяться в межах одного поліпептиду. Такий конструкт вимагає серійного приєднання 
сигнальних доменів, у результаті чого виникає необхідність переміщення деяких доменів 
відносно їхнього природного навколомембранного положення. Таким чином, конструкти, у яких 
ліганди і сигнальні домени розділені, можуть забезпечити поліпшення функції костимуляторних 
доменів, розташованих на різних ланцюгах при їх нормальному навколомембранному 50 

положенні, а не з'єднаних разом з деякими доменами, розташованими дистально плазматичної 
мембрани. Природний рецептор, високоафінний рецептор IgE (FcεRI), дає можливість створити 
такий конструкт. FcεRI, що є присутнім на тучних клітинах і базофілах, зв'язує IgE з високою 
афінністю. FcεRI являє собою тетрамерний рецепторний комплекс, що складається з 
лігандзв’язувальної альфа-субодиниці, бета-субодиниці і гомодимера двох гамма-субодиниць, 55 

які передають сигнал (Metzger, Alcaraz et al. 1986). Альфа-домен FcεRI складається з 
позаклітинного домену, що містить два Ig-подібні домени, що зв'язують IgE, трансмембранного 
домену і короткого цитоплазматичного хвоста. Бета-субодиниця містить чотири трансмембранні 
сегменти, що розділяють аміно- і карбокси-кінцеві цитоплазматичні хвости. Гамма-ланцюг 
складається по суті з трансмембранної області і цитоплазматичного хвоста, що містить один 60 
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мотив активації імунорецептора на основі тирозину (ITAM) (Cambier 1995). Дзета-ланцюг 
комплексу TCR є близькоспорідненим гамма-ланцюгу і може замінювати гамма-ланцюг FcεRI 
(Howard, Rodewald et al. 1990). 

В даний час протокол лікування пацієнтів з використанням адоптивної імунотерапії 
ґрунтується на перенесенні аутологічних клітин. При такому підході Т-лімфоцити виділяють з 5 

пацієнтів, генетично модифікують або відбирають ex vivo, культивують in vitro для збільшення 
кількості клітин, якщо це необхідно, і потім уводять пацієнту. На додаток до інфузії лімфоцитів 
хазяїна можна лікувати іншими способами, що підтримують приживлення Т-клітин або їхню 
участь в імунній відповіді, наприклад, шляхом попереднього кондиціонування (за допомогою 
променевої терапії або хіміотерапії) і уведення факторів росту лімфоцитів (таких як IL-2). Кожен 10 

пацієнт одержує індивідуально підготовлене лікування з використанням власних лімфоцитів 
пацієнта (тобто аутологічну терапію). Аутологічні види терапії зіштовхуються зі значними 
технічними і логістичними перешкодами для практичного застосування, покоління цих видів 
терапії вимагає дорогого спеціалізованого устаткування і висококваліфікованого персоналу, ці 
види терапії повинні бути створені в короткий час після встановлення діагнозу пацієнта, і, у 15 

багатьох випадках, попереднє лікування пацієнта приводить до погіршення імунної функції, так 
що лімфоцити пацієнта можуть функціонувати погано і бути присутніми у дуже малих 
кількостях. Через ці перешкоди одержання препарату аутологічних клітин для кожного пацієнта 
є фактично новим продуктом, що приводить до істотних варіацій в ефективності і безпеці. В 
ідеалі, бажано використовувати стандартизовану терапію, у якій алогенні терапевтичні клітини 20 

можна буде попередньо обробити, докладно охарактеризувати і зробити доступними для 
негайного введення пацієнтам. Під алогенними маються на увазі клітини, які отримані від 
індивідуумів, що належать до того самого виду, але генетично різнорідні. Однак використання 
алогенних клітин у даний час має багато недоліків. У імунокомпетентних хазяїнів алогенні 
клітини швидко відриваються в результаті процесу, що позначається реакцією хазяїна проти 25 

трансплантата (HvG), і це істотно обмежує ефективність перенесених клітин. У 
імунонекомпетентних хазяїнів алогенні клітини здатні прижитися, але через специфічність їх 
ендогенних TCR тканини хазяїна визнаються як чужорідні, що приводить до захворювання 
трансплантат проти хазяїна (GvHD), що приводить до серйозного ушкодження тканин і смерті. 
Для того щоб ефективно використовувати алогенні клітини, обидві ці проблеми повинні бути 30 

подолані.  
У імунокомпетентних хазяїнів алогенні клітини швидко відриваються імунною системою 

хазяїна. Показано, що алогенні лейкоцити, які присутні у неопромінених продуктах крові, 
зберігаються протягом не більше ніж 5-6 днів (Boni, Muranski et al. 2008). Таким чином, щоб 
запобігти відторгненню алогенних клітин, імунна система хазяїна повинна бути ефективно 35 

пригнічена. Глюкокортикоїди широко використовуються для терапевтичної імуносупресії 
(Coutinho and Chapman 2011). Цей клас стероїдних гормонів зв'язується з рецептором 
глюкокортикоїдів (GR), який присутній у цитозолі Т-клітин, приводячи до його транслокації в 
ядро і зв'язування зі специфічними мотивами ДНК, що регулюють експресію ряду генів, які 
беруть участь в імунологічних процесах. Обробка Т-клітин глюкокортикоїдними стероїдами 40 

приводить до зниження рівнів продукції цитокінів, що веде до Т-клітинної анергії і заважає 
активації Т-клітин. Алемтузумаб, також відомий як CAMPATH1-H, є гуманізованим 
моноклональним антитілом, спрямованим на CD52, глікопротеїдом, зв'язаним із 
глікозилфосфатидилінозитолом (GPI), що складається з 12 амінокислот (Waldmann and Hale 
2005). CD52 експресується на високому рівні на Т- і В-лімфоцитах і на більш низьких рівнях на 45 

моноцитах, однак відсутній на гранулоцитах і попередниках кісткового мозку. Лікування 
алемтузумабом, гуманізованим моноклональним антитілом, спрямованим проти CD52, як 
показано, викликає швидке виснаження циркулюючих лімфоцитів і моноцитів. Цей препарат 
часто використовується при лікуванні Т-клітинних лімфом і, у деяких випадках, у вигляді 
частини схеми кондиціонування при трансплантації. Однак у випадку адоптивної імунотерапії, 50 

використання імуносупресорних лікарських засобів також буде впливати на введені 
терапевтичні Т-клітини. Таким чином, щоб ефективно використовувати підхід адоптивної 
імунотерапії в цих умовах, уведені клітини повинні бути стійкими до лікування 
імуносупресорними засобами. 

З іншого боку, Т-клітинні рецептори (TCR) являють собою рецептори клітинної поверхні, що 55 

беруть участь в активації Т-клітин у відповідь на презентацію антигену. TCR звичайно 
складаються з двох ланцюгів, альфа і бета, що поєднуються з утворенням гетеродимера і 
зв'язуються з CD3-передавальними субодиницями з утворенням комплексу Т-клітинного 
рецептора, що присутній на клітинній поверхні. Кожен альфа- і бета-ланцюг TCR складається з 
імуноглобулінподібної V-кінцевої варіабельної (V) і константної (С) області, гідрофобного 60 
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трансмембранного домену і короткої цитоплазматичної області. Що стосується молекул 
імуноглобуліну, варіабельна область альфа- і бета-ланцюгів генерується шляхом рекомбінації 
V(D)J, створюючи велику розмаїтість антигенної специфічності в популяції Т-клітин. Однак на 
відміну від імуноглобулінів, які розпізнають інтактний антиген, Т-клітини активуються 
пептидними фрагментами, утвореними в результаті процесингу, зв'язаними з молекулою MHC, 5 

що вводить додатковий параметр для розпізнавання антигену Т-клітинами, відомий як MHC-
рестрикція. Розпізнавання несумісності МНС між донором і реципієнтом через Т-клітинний 
рецептор приводить до проліферації Т-клітин і потенційного розвитку GVHD. Показано, що 
нормальна експресія TCR на поверхні залежить від узгодженого синтезу і зборки всіх семи 
компонентів комплексу (Ashwell and Klusner 1990). Інактивація або TCR-альфа TCR-бета може 10 

привести до видалення TCR з поверхні Т-клітин, запобігаючи розпізнаванню алоантигена і, 
таким чином, GVHD. Однак порушення роботи TCR веде до видалення компонента передачі 
сигналу CD3 і змінює способи подальшої експансії Т-клітин. 

У нормальних Т-клітинах Т-клітинні рецептори походять із пре-Т-клітинних рецепторів 
(pTCR), які експресуються в незрілих тимоцитах і мають вирішальне значення для розвитку Т-15 

клітин зі стадії подвійної негативної (CD4- CD8-) до стадії подвійної позитивної (CD4+ CD8+). 
Пре-Т-клітини, у яких успішно відбулася реорганізація локусу TCR-бета, експресують 
функціональний ланцюг TCR-бета, що утворює пари з інваріантним ланцюгом пре-T-альфа і 
сигнальними компонентами CD3 з утворенням комплексу пре-TCR. Експресія пре-TCR на 
клітинній поверхні необхідна для запуску бета-селекції, процесу, що індукує експансію Т-клітин, 20 

що розвиваються, здійснює алельне виключення локусу TCR-бета і приводить до індукції 
реорганізацій у локусі TCR-альфа (von Boehmer 2005). Після здійснення реорганізацій TCR-
альфа і заміни pT-альфа на TCR-альфа з утворенням зрілого TCR, тимоцити проходять другий 
етап селекції, що позначається як позитивна селекція або селекція TCR-альфа/бета при своєму 
зв'язуванні з комплексами пептид-MHC, які експресуються на епітеліальних клітинах тимусу. 25 

Таким чином, зрілі Т-клітини розпізнають комплекс антиген/МНС і реагують на нього через свої 
TCR. Головним негайним наслідком активації TCR є ініціація сигнальних шляхів через зв'язані 
субодиниці CD3, що веде до множинних подій, включаючи клональну експансію Т-клітин, 
позитивну регуляцію маркерів активації на клітинній поверхні й індукцію цитотоксичності або 
секрецію цитокінів. 30 

Завдяки природній селекції ланцюгів TCR-бета через утворення пар із пре-T-альфа в 
процесі розвитку тимусу в Т-клітинах, у яких TCR-альфа був інактивований, гетерологічне 
введення трансгена pT-альфа може привести до утворення пре-TCR. Цей pTCR може служити 
як засіб активації або стимуляції Т-клітин таким чином, що вона не залежить від МНС, 
наприклад, надає можливість безупинної експансії альфа/бета-T-клітин після інактивації TCR-35 

альфа. Важливо відзначити, що комплекс pTCR має подібний до TCR біохімічний склад в плані 
асоційованих субодиниць CD3 (Carrasco, Ramiro et al. 2001). Крім того, на відміну від TCR 
передача сигналу пре-TCR може здійснюватися частково незалежним від ліганду шляхом. 
Кристалічна структура позаклітинного домену pTCR визначає структурну основу можливості 
незалежної від ліганду передачі сигналу pTCR. pTCR, як показано, утворює димер від голови до 40 

хвоста, де зв'язані два гетеродимери pT-альфа-TCR-бета (Pang, Berry et al. 2010). 
У даному винаході автори домоглися одержання генетично модифікованих T-клітин, які 

долають обмеження наявних у даний час стратегій імунотерапії, даючи можливість їм бути як 
неалореактивними, так і стійкими до імуносупресорних засобів. Це стало можливим завдяки 
інактивації генів з використанням специфічних TALE-нуклеаз, спрямованих проти TCR-альфа 45 

або TCR-бета, у сполученні з інактивацією генів, що кодують мішені різних імуносупресорних 
агентів, зокрема, CD52 і GR. 

Зокрема, інактивація TCR-альфа або TCR-бета в сполученні з інактивацією CD52 або 
глюкокортикоїдного рецептора в Т-лімфоцитах, які походять від алогенного донора, значно 
знижує ризик GVHD шляхом елімінації TCR, відповідального за розпізнавання несумісних МНС, 50 

допускаючи при цьому, здійснення проліферації й активності введених лімфоцитів у присутності 
імуносупресорних агентів, таких як алемтузумаб або глюкокортикоїдні стероїди, що запобігає 
відторгненню цих клітин. Таким чином, ці модифіковані алогенні Т-клітини, як очікується, будуть 
більш ефективно здійснювати експансію в крові пацієнта, де вони можуть направлено діяти на 
пухлинні клітини або інфіковані клітини. 55 

На додаток до представленої вище концепції генетично модифікованих Т-клітин, які можуть 
бути як неалореактивними, так і стійкими до імуносупресорних засобів, автори при використанні 
і створенні специфічних TALE-нуклеаз одночасно інактивували ці різні гени в Т-клітинах, тим 
самим одержавши подвійні мутанти. Справді, дотепер не було досягнуто спрямованої дії на два 
гени в Т-клітинах за допомогою DSB через труднощі одержання і підтримки Т-клітин у культурі 60 
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протягом довгого часу, їхню низьку швидкість трансформації і втрати при процедурах відбору. 
Ці труднощі приводять до низької імовірності успіху при одержанні таких клітин. 

Таким чином, однією істотною частиною даного винаходу є створення специфічних TALE-
нуклеаз, що дозволяють досягти більш високих показників подій DSB у Т-клітинах, що добре 
переносяться клітинами (особливо при спільній трансфекції), здатних направлено відбирати 5 

гени відповідно до винаходу. З використанням рідкорозщеплювальних ендонуклеаз, таких як 
TALE-нуклеази, описані в даному описі, імовірність одержання подвійної інактивації генів у 
трансфікованих Т-клітинах була істотно підвищена, так що в даний час надається можливість 
одержувати конструкти Т-клітин, регулярно доступних від донорів, при використанні 
стандартних методик. 10 

Крім того, у даному винаході пропонується варіант здійснення, у якому Т-клітини 
сконструйовані таким чином, щоб проліферація дозволялася при інактивації TCR-альфа. У Т-
клітин, у яких субодиниця TCR піддалася інактивації, існує важлива проблема, яка полягає в 
тому, що клітини не можуть більше здійснювати експансію за рахунок комплексу CD3. Щоб 
подолати цю проблему, автори дійсно пропонують спосіб здійснення експансії Т-клітин, у яких 15 

TCR-альфа інактивований за допомогою комплексу CD3, шляхом експресії в клітинах пре-T-
альфа, у такий спосіб відновлюючи функціонуючий комплекс CD3 під час відсутності 
функціонуючого TCR-альфа/бета. 

Нарешті, Т-клітини додатково трансформуються CAR, щоб перенаправляти специфічність 
алогенних клітин убік антигенів, пов'язаних з пухлиною, незалежно від МНС. Зокрема, винахід 20 

стосується мультиланцюгового CAR, у якому костимуляторні домени розташовані в їх 
нормальному навколомембранному положенні для поліпшення їхніх функцій і, таким чином, 
підвищення виживаності і збільшення проліферації конструктів Т-клітин. Як результат, винахід 
пропонує способи, поліпептиди і полінуклеотиди, що дають можливість здійснити ефективну 
трансформацію алогенних Т-клітин для адоптивної імунотерапії і полегшити їхню експансію за 25 

допомогою комплексу CD3. 
Суть винаходу 
В одному аспекті в даному винаході описані способи розробки Т-клітин методами генної 

інженерії, зокрема алогенних Т-клітин, доступних від донорів, щоб зробити їх придатними для 
цілей імунотерапії. Більш конкретно, способи за даним винаходом дозволяють точно 30 

модифікувати геном клітин, що мають відношення до імунотерапії, шляхом інактивації або 
заміни генів, залучених до розпізнавання MHC і/або мішеней імуносупресорних лікарських 
засобів, для лікування раку і/або вірусних інфекцій. У деяких варіантах здійснення модифіковані 
клітини, що мають відношення до імунотерапії, додатково включають екзогенні рекомбінантні 
полінуклеотиди, що кодують CAR, для специфічного клітинного розпізнавання. Дані CAR 35 

являють собою єдині гібридні молекули, що вимагають серійного приєднання сигнальних 
доменів. Переміщення сигнальних доменів з їх природного навколомембранного положення 
може заважати їхній функції. Таким чином, щоб подолати цей недолік, автори створили 
мультиланцюговий CAR, який походить від FcεRI, щоб забезпечити можливість нормального 
навколомембранного положення усіх відповідних сигнальних доменів. Високоафінний IgE-40 

зв’язувальний домен альфа-ланцюга FcεRI був замінений на позаклітинний лігандзв’язувальний 
домен, такий як scFv, для переспрямування специфічності Т-клітини відносно клітин-мішеней, і 
N- і/або С-кінці хвостів бета-ланцюга FcεRI використовувалися для розміщення 
костимуляторних сигналів у нормальному навколомембранному положенні. 

В іншому аспекті для того, щоб сприяти активації або стимуляції Т-клітин, у яких TCR-альфа 45 

був інактивований, у конструкти Т-клітин уводять pT-альфа або його функціональний варіант. 
Використовуваний pT-альфа або його функціональний варіант може являти собою або 
повнорозмірний pT-альфа або сплайсинговий варіант (Saint-Ruf, Lechner et al. 1998), С-кінцевий 
укорочений варіант, що, як показано, збільшує експресію пре-TCR (Carrasco, Ramiro et al. 2001). 
Можуть бути використані інші додаткові укорочення, або коротші, або довші, ніж описані. Різні 50 

варіанти пре-T-альфа можуть додатково включати сигнальні фрагменти від інших молекул 
(CD28, CD137, CD8, TCR-альфа і т. д.), щоб сприяти проліферації і виживанню, або включати 
мутації, що впливають на його здатність до димеризації, наприклад, мутації D22A, R24A, R102A 
або R117A, описані раніше в мишей (Yamasaki, Ishikawa et al. 2006), або мутацію W46R, описану 
в людей (Pang, Berry et al. 2010), щоб зменшити проліферативний потенціал. Частина scFv CAR 55 

може бути також з'єднана з позаклітинним доменом pT-альфа або з його функціональним 
варіантом, таким чином, поєднуючи специфічність відносно безпосередньо антигенів-мішеней із 
проліферативною активністю пре-TCR. 

В іншому аспекті даний винахід стосується поліпептидів і полінуклеотидів, що кодують 
рідкорозщеплювальні ендонуклеази, для точно спрямованої дії на вказані вище гени, які 60 
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становлять інтерес, зокрема на TCR-альфа, TCR-бета, GR і CD52, тим самим створюючи 
можливість генетичної модифікації Т-клітин для імунотерапії. У даному винаході пропонуються 
більш конкретні специфічні послідовності-мішені в межах цих генів, і TALE-нуклеази, 
сконструйовані для відповідних мішеней цих генів. 

Даний винахід стосується також виділених клітин або клітинних ліній, що включають будь-5 

який з білків, поліпептидів або векторів, описаних у даному описі. У деяких варіантах здійснення 
Т-клітини за даним винаходом включають інактивовані гени TCR-альфа, TCR-бета, GR або 
CD52 для їхнього використання в імунотерапії. Виділені клітини за даним винаходом або 
клітинні лінії можуть додатково включати екзогенні рекомбінантні полінуклеотиди, зокрема 
полінуклеотиди, що кодують pT-альфа або його функціональний варіант, CAR або 10 

мультиланцюгові CAR. 
У переважному варіанті здійснення модифіковані Т-клітини використовують як 

терапевтичний продукт, в ідеалі, як «готовий до використання» продукт. 
В іншому аспекті даний винахід стосується способу лікування або профілактики раку або 

інфекції в пацієнта шляхом уведення сконструйованих Т-клітин, отриманих вказаними вище 15 

способами. 
Короткий опис фігур і таблиць 
На додаток до приведених вище ознак винахід додатково включає інші ознаки, які будуть 

зрозумілі з наступного опису, а також із прикладених фігур. Більш повне розуміння винаходу і 
багатьох його супутніх переваг буде легко досягнуте й у той же самий час стане більш 20 

зрозуміло при посиланні на наступні фігури в сполученні з наступним докладним описом. 
На фіг. 1 представлене схематичне зображення нормальних взаємин між Т-клітинами й 

антигенпрезентуючою клітиною. 
На фіг. 2 представлене схематичне зображення генетично модифікованих терапевтичних Т-

клітин відповідно до винаходу і пухлинних клітин пацієнта. 25 

На фіг. 3 представлене схематичне зображення мультиланцюгового CAR. 
На фіг. 4 представлена схема різних варіантів мультиланцюгового CAR. A. Схема рецептора 

FcεRI. B-C. Різні варіанти мультиланцюгового CAR (csm1-csm10), що містять ScFv і область 
стебла CD8, з'єднані з трансмембранним доменом альфа-ланцюга FcεRI. Щонайменше один з 
доменів 41BB, CD28 і/або CD3-дзета може бути з'єднаний з альфа-, бета- і/або гамма-ланцюгом 30 

FcεRI. 
На фіг. 5 представлене схематичне зображення одного приклада способу конструювання 

алогенних клітин людини для імунотерапії. 
На фіг. 6 представлена концентрація в клітинах на мілілітр живих CD52-позитивних або 

CD52-негативних клітин після лікування антитілом проти CD52 (CAMPATH1-H) з комплементом 35 

або контрольними пробами. 
На фіг. 7 представлене рівняння розподілу прямого світлорозсіювання (FSC), показника 

розміру клітин, між TCR-позитивними і TCR-негативними клітинами або між CD52-позитивними і 
CD52-негативними клітинами і неактивованими клітинами як контролем. 

На фіг. 8 представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії експресії CD107а 40 

(маркера дегрануляції) на Т-клітинах-мішенях з інактивованими CD52 і TCR-альфа. Експресію 
CD107 аналізували на CD52+TCRαβ + клітинах (перший стовпець), CD52-TCRαβ - клітинах 
(другий стовпець), CD52-TCRαβ + клітинах (третій стовпець) і CD52+TCRαβ - клітинах 
(четвертий стовпець) до (A) і після інкубації з клітинами Daudi (B); C) представляє аналіз за 
допомогою протокової цитометрії Т-клітин з додатковою трансфекцією CAR і інкубацією з 45 

клітинами Daudi; D) представляє аналіз за допомогою протокової цитометрії Т-клітин, 
трансфікованих CAR, але не інкубованих із клітинами Daudi, і Е) представляє аналіз за 
допомогою протокової цитометрії Т-клітин, трансфікованих CAR і оброблених РМА/іономіцином 
(позитивний контроль). 

На фіг. 9 представлений аналіз методом глибокого секвенувания потенційних зовнішніх 50 

мішеней TALE-нуклеаз CD52 і TRAC. 
На фіг. 10 представлений аналіз геномного локусу PDCD1 і CTLA-4 за допомогою тесту з T7-

ендонуклеазою. Стрілки вказують на гідролізовані продукти ПЛР. 
На фіг. 11 представлене схематичне зображення деяких прикладів конструктів пре-T-альфа. 
На фіг. 12 представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії ефективності 55 

трансдукції (% BFP+ клітин) і активності конструктів FL, Δ18, Δ48 pT-альфа (% експресії СD3 на 
поверхні) клітин Jurkat з інактивованим TCR-альфа. 

На фіг. 13 представлене схематичне зображення конструкта лентивірусу, що кодує білок pT-
альфа (пре-TCRα). 
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На фіг. 14 А. Представлений експериментальний протокол. B. Представлений аналіз за 
допомогою протокової цитометрії TCR-альфа/бета, експресії CD3 і експресії BFR на Т-клітинах з 
інактивованим TCR-альфа (KO), трансдукованих або BFR-2А-pT-альфаΔ48 (KO/Δ48), або 
контрольним лентивірусним вектором BFP (КО/BFP) до і після очищення. С. Представлений 
аналіз за допомогою протокової цитометрії TCR-альфа/бета й експресії CD3 на очищених 5 

клітинах з інактивованим TCR-альфа, трансдукованих лентивірусним вектором BFP-2A-pT-
альфаΔ48 (BFPpos) або без трансдукції (BFPneg). NEP позначає неелектропоровані клітини з 
TALE-нуклеазами TRAC. 

На фіг. 15 A-B. Представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії експресії маркера 
ранньої активації CD69 (A), маркера пізньої активації CD25 (B) через 24 і 48 годин після 10 

повторної активації кульками анти-CD3/CD28, відповідно, на неелектропорованих клітинах 
(NEP) і клітинах з інактивованим TCR-альфа (КО), трансдукованих лентивірусним вектором 
BFP-2A-PTA-Δ48 (pTα-Δ48), лентивірусним вектором BFP-2A-PTA-Δ48.41BB (pTα-Δ48.BB) або 
контрольним вектором BFP (BFP). Гістограми pTα-Δ48 відповідають виявленому сигналу в 
клітинах з інактивованим TCR-альфа, які експресують pTα-Δ48 (BFP+ клітини), у той час як 15 

гістограми KO відповідають клітинам з інактивованим TCR-альфа, що не експресують pTα-Δ48 
(BFP- клітини), гістограми pTα-Δ48.BB відповідають сигналу, який виявляєтьсчя в клітинах з 
інактивованим TCR-альфа, які експресують pTα-Δ48.41BB (BFP+ клітини), у той час як 
гістограми KO відповідають клітинам з інактивованим TCR-альфа, які не експресують pTα-
Δ48.41BB (BFP - клітини). Гістограми NEP (без електропорації) відповідають сигналу, що 20 

виявляється в немодифікованих клітинах. С. Представлений аналіз за допомогою протокової 
цитометрії розміру клітин через 72 години після повторної активації кульками анти-CD3/CD28 
клітин без електропорації (NEP) і клітин з інактивованим TCR-альфа (КО), трансдукованих 
лентивірусним вектором BFP-2А-pTα-Δ48 (pTα-Δ48), лентивірусним вектором BFP-2А-pTα-
Δ48.41BB (pTα-Δ48.41BB) або контрольним вектором BFP (BFP). Значення, вказані у верхній 25 

частині кожного графіка, відповідає середньому геометричному флуоресценції кожної популяції. 
На фіг. 16 представлений аналіз росту клітин з інактивованим TCR-альфа (КО), 

трансдукованих вектором pT-альфа-Δ48 (pTαΔ48) або контрольним вектором BFP (BFP), 
підтримуваних у середовищі з IL-2 або в середовищі з IL-2 і кульками анти-CD3/CD28 у різні 
моменти часу (вісь х). Кількість клітин BFP+ оцінювали в різні моменти часу для кожного стану, і 30 

ступінь індукції цих клітин (вісь Y) оцінювали відносно значення, отриманого на 2 день після 
реактивації. Результати отримані від двох незалежних донорів. У другого донора визначали 
також ріст клітин для клітин, трансдукованих pT-альфа-Δ48.41BB (РТА-A48.BB), і 
повнорозмірний pT-альфа-(РТА-FL). 

На фіг. 17 представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії GFP-позитивних клітин 35 

у PBMC, електропорованих за допомогою п'яти різних програм Cytopulse. Верхня лінія 

відповідає трансфекції 610
6
 клітин на кювету, у той час як нижня лінія відповідає трансфекції 

310
6
 клітин на кювету. 

На фіг. 18 представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії загибелі очищених Т-
клітин з використанням барвника на виживаність (eFluor-450) і GFP-позитивних клітин серед 40 

життєздатної популяції після електропорації мРНК GFP, ДНК GFP і контрольної ДНК pUC. NEP 
відповідає клітинам, що підтримувалися в буфері для електропорації, але не піддавалися 
електропорації, і NT відповідає неелектропорованим клітинам, підтримуваним у культуральному 
середовищі. 

На фіг. 19 представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії експресії TCR-45 

альфа/бета і CD3 на первинних Т-клітинах людини після електропорації мРНК TALE-нуклеази 
TRAC (угорі). Аналіз методом глибокого секвенувания геномної ДНК, проекстрагованої з 
первинних Т-клітин людини після електропорації мРНК TALE-нуклеази TRAC (унизу). 

На фіг. 20 А. Представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії експресії CAR (анти 
F(ab')2) після електропорації Т-клітин мРНК, що кодує один ланцюг CAR, або без неї. B. 50 

Представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії експресії CD107а (маркера 
дегрануляції) на електропорованих Т-клітинах, культивованих разом із клітинами Daudi. 

На фіг. 21 А. Представлене зображення мРНК, що кодує мультиланцюговий CAR. B. 
Представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії експресії CAR (анти F(ab')2) на 
життєздатних Т-клітинах, електропорованих поліцистронною мРНК, що кодує 55 

мультиланцюговий CAR, або без неї. C. Представлений аналіз за допомогою протокової 
цитометрії експресії CD107а (маркера дегрануляції) на електропорованих Т-клітинах, 
культивованих разом із клітинами Daudi. 

Таблиця 1: Представлений опис TALE-нуклеаз GR і послідовностей сайтів-мішеней TALE-
нуклеаз у гені GR людини. 60 
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Таблиця 2: Представлена розщеплювальна GR активність TALE-нуклеаз у дріжджах. 
Значення в діапазоні від 0 до 1. Максимальне значення дорівнює 1. 

Таблиця 3: Представлений відсоток направленого мутагенезу в ендогенних сайтах-мішенях 
TALE-нуклеаз у клітинах 293. 

Таблиця 4: Представлений відсоток направленого мутагенезу в ендогенних сайтах-мішенях 5 

TALE-нуклеаз у первинних Т-лімфоцитах. 
Таблиця 5: Представлений опис TALE-нуклеаз для CD52, TRAC і TRBC і послідовностей 

сайтів-мішеней TALE-нуклеаз у відповідних генах людини. 
Таблиця 6: Представлені додаткові послідовності-мішені для TALE-нуклеаз TRAC і CD52. 
Таблиця 7: Представлений відсоток вставок-делецій у мішеней для TALE-нуклеази, 10 

спрямованої на CD52_T02, TRAC_T01, TRBC_T01 і TRBC_T02. 
Таблиця 8: Представлені відсотки CD52-негативних, TCR-негативних і CD52/TCR-подвійних 

негативних Т-лімфоцитів після трансфекції відповідних полінуклеотидів, які експресують TALE-
нуклеазу. 

Таблиця 9: Представлені відсотки TCR-негативних Т-лімфоцитів після трансфекції 15 

полінуклеотидів, які експресують TALE-нуклеази TRBC.  
Таблиця 10: Представлений опис TALE-нуклеаз для CTLA4 і PDCD1 і послідовностей сайтів-

мішеней TALE-нуклеаз у відповідних генах людини. 
Таблиця 11: Представлений опис підгрупи конструктів pT-альфа. 
Таблиця 12: Представлена активність різних конструктів pT-альфа в клітині Jurkat з 20 

інактивованим TCR-альфа. Активність вимірювали, аналізуючи за допомогою протокової 
цитометрії експресію CD3 на клітині Jurkat з інактивованим TCR-альфа, трансфікованої різними 
конструктами пре-T-альфа. 

Таблиця 13: Представлені різні програми Суtорulsе, використовувані для визначення 
мінімальної напруги, необхідної для електропорації в Т-клітини, які походять від РВМС. 25 

Таблиця 14: Представлена програма Cytopulse, використовувана для електропорації 
очищених Т-клітин. 

Докладний опис винаходу 
Якщо в даному описі спеціально не обговорене інше, усі використовувані технічні і наукові 

терміни мають те ж значення, що і те, що звичайно розуміється фахівцем в галузі генної терапії, 30 

біохімії, генетики і молекулярної біології. 
Усі методи і матеріали, аналогічні або еквівалентні описаним у даному описі, можуть бути 

використані на практиці або при тестуванні даного винаходу, причому придатні методи і 
матеріали описані в даному описі. Усі публікації, патентні заявки, патенти й інші посилання, 
приведені в даному описі, включені за допомогою посилання в повному обсязі. У випадку 35 

конфлікту, даний опис, включаючи визначення, буде мати перевагу. Крім того, матеріали, 
методи і приклади є тільки ілюстративними і не призначені для обмеження, якщо не вказане 
інше. 

У практиці даного винаходу будуть використовуватися, якщо не вказане інше, звичайні 
методи клітинної біології, культивування клітин, молекулярної біології, трансгенної біології, 40 

мікробіології, рекомбінантної ДНК і імунології, які відомі фахівцям у даній галузі техніки. Такі 
методи докладно описані в літературі. Див., наприклад, Current Protocols in Molecular Biology 
(Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress, USA); Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, Third Edition, (Sambrook et al, 2001, Cold Spring Harbor, New York: Cold Spring 
Harbor Laboratory Press); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Mullis et al., патент США 45 

4683195; Nucleic Acid Hybridization (B. D. Harries & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And 
Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture Of Animal Cells (R. I. Freshney, Alan R. 
Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B. Perbal, A Practical Guide To 
Molecular Cloning (1984); the series, Methods In ENZYMOLOGY (J. Abelson and M. Simon, eds. -in-
chief, Academic Press, Inc., New York), особливо Vols.154 і 155 (Wu et al. eds.) і Vol. 185, "Gene 50 

Expression Technology" (D. Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller 
and M. P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Immunochemical Methods In Cell And 
Molecular Biology (Mayer and Walker, eds., Academic Press, London, 1987); Handbook Of 
Experimental Immunology, Volumes I-IV (D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds., 1986); і Manipulating 
the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986). 55 

У загальному аспекті даний винахід стосується способів для нових стратегій адоптивної 
імунотерапії при лікуванні раку й інфекцій. 

Неалореактивні і стійкі до імуносупресії Т-клітини 
У конкретному аспекті даний винахід стосується способу конструювання Т-клітин особливо 

для імунотерапії. Зокрема цей спосіб включає: 60 



UA   118652   C2 

8 

(a) модифікацію Т-клітин шляхом інактивації щонайменше: 
першого гена, який експресує мішень для імуносупресорного засобу, і 
другого гена, що кодує компонент Т-клітинного рецептора (TCR); 
(b) експансію вказаних клітин необов'язково в присутності вказаного імуносупресорного 

засобу. 5 

Імуносупресорний засіб являє собою засіб, що пригнічує імунну функцію за допомогою 
одного з декількох механізмів дії. Іншими словами, імуносупресорний засіб відіграє роль 
сполуки, що має можливість зменшити ступінь і/або активність імунної відповіді. Як 
необмежувальний приклад, імуносупресорний засіб може являти собою інгібітор 
кальциневрину, мішень рапаміцину, блокатор α-ланцюга інтерлейкіну-2, інгібітор 10 

інозинмонофосфатдегідрогенази, інгібітор редуктази дигідрофолевої кислоти, кортикостероїд 
або імуносупресорний антиметаболіт. Класичні цитотоксичні імуносупресорні засоби діють 
шляхом інгібування синтезу ДНК. Інші засоби можуть діяти через активацію Т-клітин або 
шляхом інгібування активації клітин-хелперів. Спосіб за винаходом дозволяє додати Т-клітинам 
для імунотерапії стійкості до імуносупресії шляхом інактивації мішені імуносупресорного засобу 15 

в Т-клітинах. Як необмежувальні приклади, мішенню для імуносупресорного засобу може бути 
рецептор імуносупресорного засобу, такий як: CD52, глюкокортикоїдний рецептор (GR), член 
сімейства генів FKBP і член сімейства генів циклофілінів. 

У конкретному варіанті здійснення стадія способу генетичної модифікації залежить від 
інактивації одного гена, вибраного з групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета. 20 

В іншому варіанті здійснення стадія способу генетичної модифікації залежить від інактивації 
двох генів, вибраних із групи, яка складається з CD52 і GR, CD52 і TCR-альфа, CDR52 і TCR-
бета, GR і TCR-альфа, GR і TCR-бета, TCR-альфа і TCR-бета. В іншому варіанті здійснення 
стадія способу генетичної модифікації залежить від інактивації більше двох генів. Генетична 
модифікація переважно відбувається ex vivo. 25 

Під інактивацією гена мається на увазі, що ген, який представляє інтерес, не експресується 
у формі функціонального білка. У конкретному варіанті здійснення спосіб генетичної 
модифікації залежить від експресії в клітинах, пропонованих для конструювання, однієї 
рідкорозщеплювальної ендонуклеази так, що рідкорозщеплювальна ендонуклеаза специфічно 
каталізує розщеплення в одному гені-мішені, тим самим ініктивуючи вказаний ген-мішень. 30 

Розриви ланцюга нуклеїнової кислоти, викликані рідкорозщеплювальною ендонуклеазою, 
звичайно репаруються за допомогою чітких механізмів гомологічної рекомбінації або 
негомологічного приєднання кінця (NHEJ). Однак NHEJ є недосконалим процесом репарації, що 
часто приводить до змін у послідовності ДНК у сайті розщеплення. Механізми включають 
повторне з’єднання того, що залишилося від двох кінців ДНК шляхом прямого повторного 35 

лігування (Critchlow and Jackson 1998) або шляхом з’єднання так званого опосередкованого 
мікрогомологією кінця (Ma, Kim et al. 2003). Репарація за допомогою негомологічного 
приєднання кінця (NHEJ) часто приведе до невеликих вставок або делецій і може бути 
використана для створення специфічних нокаутів генів. Вказана модифікація може являти 
собою заміну, делецію або додавання щонайменше одного нуклеотиду. Клітини, у яких 40 

відбулася подія індукованого розщепленням мутагенезу, тобто подія мутагенезу, що є 
наслідком події NHEJ, можуть бути ідентифіковані і/або відібрані способом, добре відомим у 
даній галузі техніки. У конкретному варіанті здійснення вказаний спосіб конструювання клітин 
включає щонайменше одну з наступних стадій: 

(a) забезпечення Т-клітини переважно з клітинної культури або зі зразка крові; 45 

(b) вибір гена у вказаній Т-клітині, яка експресує мішень імуносупресорного засобу; 
(с) введення у вказану Т-клітину рідкорозщеплювальної ендонуклеази, здатної вибірково 

інактивувати шляхом розщеплення ДНК, переважно з дволанцюговим розривом відповідно: 
вказаний ген, що кодує мішень вказаного імуносупресорного засобу, і 
щонайменше один ген, що кодує компонент Т-клітинного рецептора (TCR); 50 

(d) експансію вказаних клітин, необов'язково в присутності вказаного імуносупресорного 
засобу. 

У більш переважному варіанті вказаний спосіб включає: 
(a) забезпечення Т-клітин переважно з клітинної культури або зі зразка крові; 
(b) вибір гена в вказаній Т-клітині, яка експресує мішень імуносупресорного засобу; 55 

(с) трансформацію вказаної Т-клітини нуклеїновою кислотою, що кодує 
рідкорозщеплювальну ендонуклеазу, здатну вибірково інактивувати ДНК шляхом розщеплення, 
переважно за допомогою дволанцюгового розриву, відповідно: 

вказаний ген, що кодує мішень вказаного імуносупресорного засобу, і 
щонайменше один ген, що кодує компонент Т-клітинного рецептора (TCR); 60 
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(d) експресію вказаної рідкорозщеплювальної ендонуклеази у вказаних Т-клітинах; 
(e) сортування трансформованих Т-клітин, що не експресують TCR на своїй клітинній 

поверхні; 
(f) експансію вказаних клітин необов'язково в присутності вказаного імуносупресорного 

засобу. 5 

У конкретному варіанті здійснення вказана рідкорозщеплювальна ендонуклеаза специфічно 
спрямована на один ген, вибраний із групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-
бета. В іншому варіанті здійснення спосіб генетичної модифікації залежить від експресії в 
клітинах, пропонованих для конструювання, двох рідкорозщеплювальних ендонуклеаз так, що 
вказана кожна з двох рідкорозщеплювальних ендонуклеаз специфічно і відповідним чином 10 

каталізує розщеплення в кожній з пар генів, вибраних із групи, яка складається з CD52 і GR, 
CD52 і TCR-альфа, CDR52 і TCR-бета, GR і TCR-альфа, GR і TCR-бета, TCR-альфа і TCR-бета, 
тим самим, ініктивуючи вказані гени-мішені. В іншому варіанті здійснення більше двох 
рідкорозщеплювальних ендонуклеаз може експресуватися в клітинах, пропонованих для 
конструювання, для спрямованої дії і/або інактивації більше двох генів. 15 

В іншому варіанті здійснення вказаний ген зі стадії (b), специфічний для імуносупресорного 
лікування, являє собою CD52, і імуносупресорне лікування стадії (d) або (e) включає 
гуманізоване антитіло, спрямоване на антиген CD52. 

В іншому варіанті здійснення вказаний ген зі стадії (b), специфічний для імуносупресорного 
лікування, являє собою глюкокортикоїдний рецептор (GR), і імуносупресорне лікування стадії (d) 20 

або (e) включає кортикостероїд, такий як дексаметазон. 
В іншому варіанті здійснення вказаний ген-мішень зі стадії (b), специфічний для 

імуносупресорного лікування, являє собою член сімейства генів FKBP або його варіант, і 
імуносупресорне лікування на стадії (d) або (e) включає FK506, також відомий як такролімус або 
фуджиміцин. В іншому варіанті здійснення вказаний член сімейства генів FKBP являє собою 25 

FKBP12 або його варіант. 
В іншому варіанті здійснення вказаний ген зі стадії (b), специфічний для імуносупресорного 

лікування, являє собою член сімейства генів циклофіліну або його варіант, і імуносупресорне 
лікування стадії (d) або (e) включає циклоспорин. 

В іншому варіанті здійснення вказана рідкорозщеплювальна ендонуклеаза може являти 30 

собою мегануклеазу, нуклеазу з цинковим пальцем або TALE-нуклеазу. У переважному варіанті 
здійснення вказана рідкорозщеплювальна ендонуклеаза являє собою TALE-нуклеазу. Під TALE-
нуклеазою мається на увазі гібридний білок, що складається з ДНК-зв’язувального домену, який 
походить від ефектора, подібного до активатора транскрипції (TALE), і одного каталітичного 
домену нуклеази, що розщеплює послідовність нуклеїнової кислоти-мішені. (Boch, Scholze et al. 35 

2009; Moscou and Bogdanove 2009) (Deng, Yan et al. 2012; Mak, Bradley et al. 2012) (Christian, 
Cermak et al. 2010; Cermak, Doyle et al. 2011; Geissler, Scholze et al. 2011; Huang, Xiao et al. 2011; 
Li, Huang et al. 2011; Mahfouz, Li et al. 2011; Miller, Tan et al. 2011; Morbitzer, Romer et al. 2011; 
Mussolino, Morbitzer et al. 2011; Sander, Cade et al. 2011; Tesson, Usal et al. 2011; Weber, 
Gruetzner et al. 2011; Zhang, Cong et al. 2011; Li, Piatek et al. 2012; Mahfouz, Li et al. 2012). У 40 

даному винаході розроблені нові TALE-нуклеази для точно спрямованої дії на відповідні гени 
для стратегій адоптивної імунотерапії. 

Переважні TALE-нуклеази відповідно до винаходу являють собою ендонуклеази, що 
розпізнають і розщеплюють послідовність-мішень, вибрану з групи, яка складається з: 

SEQ ID NO:1-6 (GR), 45 

SEQ ID NO:37, 57-60 (TCR-альфа), 
SEQ ID NO:38 або 39 (TCR-бета) і 
SEQ ID NO:40, 61-65 (CD52). 
Вказані TALE-нуклеази переважно включають поліпептидну послідовність, вибрану з SEQ ID 

NO:7-SEQ ID NO:18 і SEQ ID NO:41-SEQ ID NO:48, для розщеплення відповідних 50 

послідовностей-мішеней SEQ ID NO:1-6 і SEQ ID NO:37-40. 
В іншому варіанті здійснення додатковий каталітичний домен може бути додатково 

введений у клітину з вказаною рідкорозщеплювальною ендонуклеазою для збільшення 
мутагенезу з метою підвищення їхньої здатності інактивувати гени-мішені. Зокрема, вказаний 
додатковий каталітичний домен являє собою фермент, що діє на кінець ДНК. Необмежувальні 55 

приклади ферментів, що діють на кінець ДНК, включають 5-3'-екзонуклеази, 3-5'-екзонуклеази, 
5-3'-лужні екзонуклеази, 5'-флеп-ендонуклеази, гелікази, фосфатазу, гідролази і незалежні від 
матриці ДНК-полімерази. Необмежувальні приклади такого каталітичного домену включають 
домен білка або каталітично активне похідне домену білка, вибрані з групи, яка складається з 
hExoI (EXO1_HUMAN), ExoI (EXO1_YEAST) дріжджів, ExoI E. coli, TREX2 людини, TREX1 миші, 60 
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TREX1 людини, TREX1 великої рогатої худоби, TREX1 щура, TdT (кінцевої 
дезоксинуклеотидилтрансферази), ДНК2 людини, ДНК2 дріжджів (DNA2_YEAST). У 
переважному варіанті здійснення вказаний додатковий каталітичний домен має активність 3'-5'-
екзонуклеази й у більш переважному варіанті вказаний додатковий каталітичний домен являє 
собою TREX, більш переважно каталітичний домен TREX2 (WO2012/058458). В іншому 5 

переважному варіанті здійснення вказаний каталітичний домен кодується одноланцюговим 
поліпептидом TREX. Вказаний додатковий каталітичний домен може бути з'єднаний з гібридним 
білком-нуклеазою або з химерним білком за винаходом необов'язково за допомогою пептидного 
лінкера. 

Ендонуклеазні розриви, як відомо, підвищують швидкість гомологічної рекомбінації. Таким 10 

чином, в іншому варіанті здійснення стадія способу генетичної модифікації додатково включає 
стадію введення в клітини екзогенної нуклеїнової кислоти, що включає щонайменше 
послідовність, гомологічну частині послідовності нуклеїнової кислоти-мішені, так що гомологічна 
рекомбінація виникає між послідовністю нуклеїнової кислоти-мішені й екзогенною нуклеїновою 
кислотою. У конкретних варіантах здійснення вказана екзогенна нуклеїнова кислота включає 15 

першу і другу частини, які гомологічні областям 5'- і 3'-послідовності нуклеїнової кислоти-мішені, 
відповідно. Вказана екзогенна нуклеїнова кислота в цих варіантах здійснення також включає 
третю частину, розташовану між першою і другою частинами, що включає не гомологічну 5'- і 3'-
областям послідовність нуклеїнової кислоти-мішені. Після розщеплення послідовності 
нуклеїнової кислоти-мішені подія гомологічної рекомбінації стимулюється між послідовністю 20 

нуклеїнової кислоти-мішені й екзогенною нуклеїновою кислотою. Переважно використовувати 
гомологічні послідовності, які становлять щонайменше 50 п.о., переважно більше 100 п.о. і 
більш переважно більше 200 п.о. вказаної матриці донора. Таким чином, екзогенна нуклеїнова 
кислота переважно становить від 200 п.о. до 6000 п.о., більш переважно від 1000 п.о. до 2000 
п.о. Дійсно, близькоспоріднені гомології нуклеїнових кислот знаходяться в областях, що 25 

прилягають до сайту розриву попереду і позаду, і послідовність нуклеїнової кислоти, що 
підлягає введенню, повинна розташовуватися між двома плечима. 

Зокрема, вказана екзогенна нуклеїнова кислота послідовно включає першу область 
гомології з послідовностями, розташованими вище від вказаного розщеплення, послідовність 
для інактивації одного гена-мішені, вибраного з групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і 30 

TCR-бета, і другу область гомології з послідовностями, розташованими нижче від розщеплення. 
Вказана стадія введення полінуклеотиду може здійснюватися одночасно, до або після введення 
або експресії вказаної рідкорозщеплювальної ендонуклеази. Залежно від локалізації 
послідовності нуклеїнової кислоти-мішені, у якій здійснюється подія розщеплення, така 
екзогенна нуклеїнова кислота може бути використана для нокауту гена, наприклад, коли 35 

екзогенна нуклеїнова кислота локалізована в межах відкритої рамки зчитування вказаного гена, 
або для введення нових послідовностей або генів, що представляють інтерес. Вставки 
послідовностей за допомогою такої екзогенної нуклеїнової кислоти можуть бути використані для 
модифікації існуючого гена-мішені шляхом корекції або заміни вказаного гена (як 
необмежувальний приклад, шляхом обміну алелями) або для позитивної або негативної 40 

регуляції експресії гена-мішені (як необмежувальний приклад, шляхом обміну промоторами), 
для корекції або заміни вказаного гена-мішені. У переважному варіанті здійснення інактивація 
генів із групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета, може бути виконана в точній 
геномній локалізації, що є мішенню специфічної TALE-нуклеази, де вказана специфічна TALE-
нуклеаза каталізує розщеплення, і де вказана екзогенна нуклеїнова кислота, що послідовно 45 

включає щонайменше область гомології і послідовність для інактивації одного гена-мішені, 
вибраного з групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета, інтегрована шляхом 
гомологічної рекомбінації. В іншому варіанті здійснення кілька генів можуть бути послідовно або 
одночасно інактивовані за допомогою декількох TALE-нуклеаз, відповідно, і специфічного 
спрямованої дії на один визначений ген і декілька специфічних полінуклеотидів для специфічної 50 

інактивації гена. 
За допомогою стадії додаткової геномної модифікації може бути запланована також 

інактивація іншого гена, вибраного з групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета. 
Як вказано вище, вказана стадія додаткової геномної модифікації може являти собою стадію 
інактивації, що включає: 55 

(a) введення у вказані клітини щонайменше однієї рідкорозщеплювальної ендонуклеази 
таким чином, що вказана рідкорозщеплювальна ендонуклеаза специфічно каталізує 
розщеплення однієї послідовності-мішені в геномі вказаної клітини; 

(b) необов'язкове введення у вказані клітини екзогенної нуклеїнової кислоти, що послідовно 
включає першу область гомології з послідовностями вище вказаного сайта розщеплення, 60 
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послідовність, призначену для вставки в геном вказаної клітини, і другу область гомології з 
послідовностями нижче вказаного сайта розщеплення, 

де вказана введена екзогенна нуклеїнова кислота інактивує ген і інтегрує щонайменше одну 
екзогенну полінуклеотидну послідовність, що кодує щонайменше один рекомбінантний білок, 
який представляє інтерес. В іншому варіанті здійснення вказана екзогенна полінуклеотидна 5 

послідовність інтегрується в ген, вибраний із групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і 
TCR-бета. 

У конкретному варіанті здійснення вказаний спосіб конструювання клітини додатково 
включає стадію додаткової геномної модифікації. За допомогою стадії додаткової геномної 
модифікації може бути заплановане введення в клітини способом генної інженерії білка, що 10 

представляє інтерес. Вказаний білок, що представляє інтерес, може являти собою, як 
необмежувальні приклади, pT-альфа або його функціональний варіант, химерний рецептор 
антигену (CAR), мультиланцюговий CAR, біспецифічне антитіло або рідкорозщеплювальну 
ендонуклеазу, спрямовану на PDCD1 або CTLA-4, як описано в даному винаході. 

Винахід також стосується TALE-нуклеаз. У цілому, винахід стосується TALE-нуклеази, що 15 

включає: 
(a) ДНК-зв’язувальний домен ефектора, подібного до активатора транскрипції (TALE), який 

сконструйований так, щоб зв'язувати послідовність-мішень у межах генів, вибраних із групи, яка 
складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета; 

(b) розщеплювальний домен або розщеплювальний напівдомен. 20 

Переважні TALE-нуклеази відповідно до винаходу являють собою нуклеази, що розпізнають 
і розщеплюють послідовність-мішень, вибрану з групи, яка складається з: 

SEQ ID NO:1-6 (GR), 
SEQ ID NO:37, 57-60 (TCR-альфа), 
SEQ ID NO:38 або 39 (TCR-бета) і 25 

SEQ ID NO:40, 61-65 (CD52). 
Вказані TALE-нуклеази, переважно, включають поліпептидну послідовність, вибрану з SEQ 

ID NO:7-SEQ ID NO:18 і SEQ ID NO:41-SEQ ID NO:48, для розщеплення відповідних 
послідовностей-мішеней SEQ ID NO:1-6 і SEQ ID NO:37-40. 

Оскільки деяка варіабельність може виникати через геномні дані, похідними яких є ці 30 

поліпептиди, а також беручи до уваги можливість заміни деяких амінокислот, які присутні у цих 
поліпептидах, без істотної втрати активності (функціональні варіанти), винахід охоплює 
поліпептидні варіанти вказаних вище поліпептидів, що мають щонайменше 70%, переважно 
щонайменше 80%, більш переважно щонайменше 90% і навіть більш переважно щонайменше 
95% ідентичність послідовностям, приведеним у даному описі. 35 

Даний винахід, таким чином, стосується поліпептидів, що включають послідовність 
поліпептиду, що щонайменше на 70%, переважно щонайменше на 80%, більш переважно 
щонайменше на 90%, 95% 97% або 99% ідентична амінокислотній послідовності, вибраній з 
групи, яка складається з SEQ ID NO:7-SEQ ID NO:18 і SEQ ID NO:41-SEQ ID NO:48. 

Також в обсяг даного винаходу включені полінуклеотиди, вектори, що кодують описані вище 40 

рідкорозщеплювальні ендонуклеази відповідно до винаходу. 
В обсяг даного винаходу також входять виділені клітини або клітинні лінії, що підходять для 

одержання вказаним способом, для конструювання клітин, зокрема Т-клітин, у яких 
щонайменше один ген, вибраний із групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета, 
інактивований. Переважно інактивуються два гени, вибрані з групи, яка складається з CD52 і 45 

GR, CD52 і TCR-альфа, CDR52 і TCR-бета, GR і TCR-альфа, GR і TCR-бета, TCR-альфа і TCR-
бета. 

Відповідно до винаходу, ці гени переважно інактивуються за допомогою щонайменше однієї 
рідкорозщеплювальної ендонуклеази. Авторами показано, що використання TALE-нуклеаз 
особливо вигідно для досягнення подвійної інактивації в Т-клітинах. Винахід охоплює виділену 50 

Т-клітину, що включає щонайменше два полінуклеотиди, причому вказані полінуклеотиди 
кодують щонайменше першу і другу TALE-нуклеази, переважно першу TALE-нуклеазу, 
спрямовану проти гена, що кодує TCR, і другу, спрямовану проти гена, що кодує рецептор 
імуносупресорного засобу, такий як CD52 або GR. 

В іншому варіанті здійснення вказана виділена клітина додатково включає одну додаткову 55 

геномну модифікацію. В іншому варіанті здійснення вказана додаткова геномна модифікація 
являє собою інтеграцію щонайменше однієї екзогенної полінуклеотидної послідовності. В 
іншому варіанті здійснення вказана екзогенна послідовність інтегрована в один ген, вибраний із 
групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета. 

Пре-T-альфа 60 
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В іншому аспекті даний винахід стосується способу експансії Т-клітини з дефіцитом TCR-
альфа, що включає введення у вказану Т-клітину pT-альфа (що також називається пре-TCR-
альфа) або його функціонального варіанта, і експансію вказаних клітин необов'язково шляхом 
стимуляції комплексу CD3. У переважному варіанті здійснення спосіб включає: 

a) трансформацію вказаних клітин нуклеїнової кислотою, що кодує щонайменше фрагмент 5 

pT-альфа для підтримки експресії CD3 на поверхні, 
b) експресію вказаного pT-альфа в вказаних клітинах, 
c) експансію вказаних клітин необов'язково за допомогою стимуляції комплексу CD3. 
Винахід також стосується способу одержання Т-клітин для імунотерапії, що включає стадії 

способу експансії Т-клітин. 10 

У конкретному варіанті здійснення полінуклеотидна послідовність pT-альфа може бути 
уведена випадковим чином або також за допомогою гомологічної рекомбінації, зокрема, 
уведення може бути пов'язане з інактивацією гена TCR-альфа. 

Відповідно до винаходу, використовуються різні функціональні варіанти pT-альфа. 
«Функціональний варіант» пептиду стосується молекули, по суті подібної або до повного 15 

пептиду, або до його фрагменту. «Фрагмент» pT-альфа або його функціональний варіант за 
даним винаходом стосується будь-якої підгрупи молекул, що включає більш короткий пептид. 
Переважний pT-альфа або його функціональні варіанти можуть являти собою повнорозмірний 
pT-альфа або С-кінцевий укорочений варіант pT-альфа. У С-кінцевого укороченого pT-альфа на 
C-кінці не вистачає одного або більше залишків. Як необмежувальні приклади, С-кінцевий 20 

укорочений варіант pT-альфа не має 18, 48, 62, 78, 92, 110 або 114 залишків з C-кінця білка 
(SEQ ID NO:107-SEQ ID NO:114). Крім того, варіанти амінокислотної послідовності пептиду 
можуть бути отримані шляхом мутацій ДНК, що кодує пептид. Такі функціональні варіанти 
включають, наприклад, делеції, або вставки, або заміни залишків в амінокислотній 
послідовності. Будь-яка комбінація делеції, вставки і заміни також може бути здійснена для 25 

досягнення кінцевого конструкта, за умови, що кінцевий конструкт має бажану активність, 
зокрема, відновленням функціонального комплексу CD3. У переважному варіанті здійснення 
вводять щонайменше одну мутацію в різні варіанти pT-альфа, як описано вище, щоб вплинути 
на димеризацію. Як необмежувальний приклад, мутантний залишок може являти собою 
щонайменше W46R, D22A, K24A, R102A або R117A білка pT-альфа людини або вирівняних 30 

положень при використанні методу CLUSTALW для сімейства або гомологічного члена pT-
альфа. Переважно pT-альфа або його варіант, як описано вище, включає мутантний залишок 
W46R (SEQ ID NO:123) або мутантні залишки D22A, K24A, R102A і R117A (SEQ ID NO:124). У 
конкретному варіанті здійснення вказаний pT-альфа або його варіанти з'єднують також з 
доменом трансдукції сигналу, таким як, як необмежувальні приклади, CD28, OX40, ICOS, CD27, 35 

CD137 (4-1ВВ) і CD8 (SEQ ID NO:115-SEQ ID NO:120). Позаклітинний домен pT-альфа або його 
варіантів, як описано вище, може бути з'єднаний із фрагментом білка TCR-альфа, зокрема з 
трансмембранним і внутрішньоклітинним доменом TCR-альфа (SEQ ID NO:122). Варіанти pT-
альфа також можуть бути з'єднані з внутрішньоклітинним доменом TCR-альфа (SEQ ID 
NO:121). 40 

В іншому варіанті здійснення вказані варіанти pT-альфа з'єднують з позаклітинним 
лігандзв’язувальним доменом, і більш переважно, pT-альфа або його функціональний варіант 
з'єднують з одноланцюговим фрагментом антитіла (scFv), що містить варіабельний фрагмент 
легкого (VL) і важкого (VH) ланцюгів моноклонального антитіла, специфічного для антигену-
мішені, з'єднаних гнучким лінкером. Як необмежувальний приклад, амінокислотну послідовність 45 

pT-альфа або його функціонального варіанта вибирають із групи, яка складається з SEQ ID 
NO:107-SEQ ID NO:124. 

Оскільки деяка варіабельність може виникати через геномні дані, похідними яких є ці 
поліпептиди, а також беручи до уваги можливість заміни деяких амінокислот, які присутні у цих 
поліпептидах, без істотної втрати активності (функціональні варіанти), винахід охоплює 50 

поліпептидні варіанти вказаних вище поліпептидів, що мають щонайменше 70%, переважно 
щонайменше 80%, більш переважно щонайменше 90% і навіть більш переважно щонайменше 
95% ідентичність послідовностям, приведеним у даному описі. 

Даний винахід, таким чином, стосується поліпептидів, що включають послідовність 
поліпептиду, що щонайменше на 70%, переважно щонайменше на 80%, більш переважно 55 

щонайменше на 90%, 95% 97% або 99% ідентична амінокислотній послідовності, вибраній з 
групи, яка складається з SEQ ID NO:107-SEQ ID NO:124. 

Під Т-клітиною, дефіцитною по TCR-альфа, мається на увазі виділена Т-клітина, у якій 
відсутня експресія функціонуючого ланцюга TCR-альфа. Це може бути досягнуто за допомогою 
різних способів, як необмежувальні приклади, шляхом конструювання Т-клітини так, що вона не 60 
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експресує який-небудь функціонуючий TCR-альфа на своїй клітинній поверхні, або шляхом 
конструювання Т-клітини так, що вона продукує дуже мало функціонуючого ланцюга TCR-альфа 
на своїй поверхні, або шляхом конструювання Т-клітини для експресії мутантної або укороченої 
форми ланцюга TCR-альфа. 

Клітини, дефіцитні по TCR-альфа, не можуть більше здійснювати експансію за рахунок 5 

комплексу CD3. Таким чином, щоб вирішити цю проблему і дати можливість проліферувати 
клітинам, дефіцитним по TCR-альфа, у вказані клітини вводять pT-альфа або його 
функціональний варіант, у результаті цього відновлюючи функціонуючий комплекс CD3. У 
переважному варіанті здійснення спосіб додатково включає введення у вказані Т-клітини 
рідкорозщеплювальних ендонуклеаз, здатних селективно інактивувати шляхом розщеплення 10 

ДНК один ген, що кодує один компонент Т-клітинного рецептора (TCR). У конкретному варіанті 
здійснення вказана рідкорозщеплювальна ендонуклеаза являє собою TALE-нуклеазу. Як 
необмежувальні приклади, TALE-нуклеаза спрямована проти однієї з послідовностей-мішеней 
гена TCR-альфа, вибраних із групи, яка складається з SEQ ID NO:37 і SEQ ID NO:57-60. 
Переважно, TALE-нуклеази вибрані з групи, яка складається з SEQ ID NO:41 і SEQ ID NO:42. 15 

У конкретному варіанті здійснення вказаний спосіб експансії Т-клітин, дефіцитних по TCR-
альфа, включає стадію додаткової геномної модифікації. Під стадією додаткової геномної 
модифікації може матися на увазі введення в клітини для конструювання одного білка, що 
представляє інтерес. Вказаний білок, що представляє інтерес, може являти собою химерний 
рецептор антигену (CAR), зокрема, CAR, що включає амінокислотну послідовність SEQ ID 20 

NO:73, мультиланцюговий CAR, особливо мультиланцюговий CAR, що включає амінокислотну 
послідовність SEQ ID NO:125, біспецифічне антитіло, мішені рідкорозщеплювальних 
ендонуклеаз PDCD1 або CTLA-4, особливо послідовність нуклеїнової кислоти-мішені SEQ ID 
NO:74-SEQ ID NO:78, або мішені рідкорозщеплювальних ендонуклеаз, спрямованих на 
імуносупресорний засіб, як описано в даному винаході. 25 

Даний винахід охоплює також поліпептиди, що кодують pT-альфа, зокрема функціональні 
варіанти, описані вище. У переважному варіанті здійснення винахід стосується pT-альфа або 
його функціонального варіанту, з'єднаного з доменом трансдукції сигналу, таким як CD28, OX40, 
ICOS, CD137 і CD8. Більш конкретно, даний винахід стосується функціонального варіанта pT-
альфа, що включає амінокислотну послідовність, вибрану з групи, яка складається з SEQ ID 30 

NO:107-SEQ ID NO:124. Даний винахід охоплює також полінуклеотиди, вектори, що кодують pT-
альфа або його функціональні варіанти, описані вище. 

В обсяг даного винаходу також входять виділені клітини або клітинні лінії, які можуть бути 
отримані вказаним способом. Зокрема, вказані виділені клітини або клітинні лінії одержують 
шляхом введення у вказані клітини pT-альфа або його функціонального варіанта, щоб 35 

підтримувати експресію CD3 на поверхні. У переважному варіанті здійснення вказані виділені 
клітини або клітинні лінії додатково генетично модифікуються шляхом інактивації гена TCR-
альфа. Цей ген переважно інактивується щонайменше однією рідкорозщеплювальною 
ендонуклеазою. У переважному варіанті здійснення вказана рідкорозщеплювальна 
ендонуклеаза являє собою TALE-нуклеазу. 40 

Мультиланцюговий химерний рецептор антигену (CAR) 
В іншому варіанті здійснення винахід стосується мультиланцюгового химерного рецептора 

антигену (CAR), що особливо підходить для одержання й експансії конструктів Т-клітин за 
даним винаходом. Мультиланцюговий CAR включає щонайменше два наступні компоненти: 

a) один поліпептид, що включає трансмембранний домен альфа-ланцюга FcεRI і 45 

позаклітинний лігандзв’язувальний домен, 
b) один поліпептид, що включає частину N- і С-кінцевого цитоплазматичного хвоста і 

трансмембранний домен бета-ланцюга FcεRI, і/або 
c) два поліпептиди, що включають кожен частину внутрішньоцитоплазматичного хвоста і 

трансмембранний домен гамма-ланцюга FcεRI, у результаті чого різні поліпептиди мимовільно 50 

мультимеризуються один з одним з утворенням димерного, тримерного або тетрамерного CAR. 
Один із прикладів тетрамерного CAR показаний на фіг. 3. Різні варіанти мультиланцюгового 

CAR представлені на фіг. 4. Один із прикладів мультиланцюгового CAR включає амінокислотну 
послідовність SEQ ID NO:125. Термін «частина», використовуваний у даному описі, стосується 
будь-якого підкласу молекул, що представляє собою більш короткий пептид. Альтернативно, 55 

амінокислотна послідовність функціональних варіантів поліпептиду може бути отримана 
шляхом мутацій ДНК, що кодує поліпептид. Такі функціональні варіанти включають, наприклад, 
делеції або вставки, або заміни залишків в амінокислотній послідовності. Будь-яка комбінація 
делеції, вставки і заміни може бути виконана для досягнення кінцевого конструкта, за умови, що 
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кінцевий конструкт має бажану активність, зокрема виявляє специфічну клітинну імунну 
активність проти мішені. 

У переважному варіанті здійснення вказаний позаклітинний лігандзв’язувальний домен 
являє собою scFv. Для попередньо визначеної мішені лімфоцитів також може бути 
використаний зв’язувальний домен, відмінний від scFv, такий як фрагменти однодоменного 5 

антитіла верблюда або ліганди рецептора, такі як поліпептидний фактор росту судинного 
ендотелію, пептид, що зв'язує інтегрин, херегулін або мутеїн IL-13, зв'язувальні домени антитіл, 
гіперваріабельні петлі антитіл або CDR, як необмежувальні приклади. 

У переважному варіанті здійснення вказаний поліпептид a) додатково включає область 
стебла між вказаним позаклітинним лігандзв’язувальним доменом і вказаним трансмембранним 10 

доменом. Термін «область стебла» використовується в даному описі в цілому для позначення 
будь-якого оліго- або поліпептиду, що функціонує як сполучна ланка між трансмембранним 
доменом і позаклітинним лігандзв’язувальним доменом. Зокрема, область стебла 
використовується для забезпечення більшої гнучкості і приступності позаклітинного 
лігандзв’язувального домену. Область стебла може включати до 300 амінокислот, переважно 15 

10-100 амінокислот і найбільш переважно 25-50 амінокислот. Область стебла може походити 
від усієї природної молекули або її частини, наприклад, від усієї частини або позаклітинної 
області CD8, CD4 або CD28, або від усієї частини або константної області антитіла. 
Альтернативно, область стебла може являти собою синтетичну послідовність, що відповідає 
природній послідовності стебла, або може являти собою повністю синтетичну послідовність 20 

стебла. 
У переважному варіанті здійснення вказаний поліпептид a), b) і/або c) додатково містить 

щонайменше один домен трансдукції сигналу. У найбільш переважному варіанті здійснення 
вказаний домен трансдукції сигналу вибраний із групи, яка складається з CD28, OX40, ICOS, 
CD137 і CD8. 25 

У переважному варіанті здійснення вказаний С-кінцевий цитоплазматичний хвіст фрагмента 
альфа-, бета- і/або гамма-ланцюга FcεRI додатково містить зв’язувальні мотиви TNFR-
асоційованого фактора 2 (TRAF2). У найбільш переважному варіанті здійснення вказаний С-
кінцевий цитоплазматичний хвіст альфа-, бета- і/або гамма-ланцюга FcεRI замінений на 
внутрішньоцитоплазматичний хвіст члена сімейства костимулюючих TNFR. Цитоплазматичний 30 

хвіст члена сімейства костимуляторних TNFR містить зв’язувальні мотиви TRAF2, що 
складаються з головного консервативного мотиву (P/S/A)Х(Q/E)E) або мінорного мотиву 
(PXQXXD), де Х позначає будь-яку амінокислоту. Білки TRAF рекрутуються до 
внутрішньоклітинних хвостів багатьох TNFR у відповідь на тримеризацію рецептора. 

В іншому переважному варіанті здійснення вказаний внутрішньоцитоплазматичний домен 35 

альфа-, бета- і/або гамма-ланцюга FcεRI замінений внутрішньоцитоплазматичною областю 
дзета-ланцюга TCR (що також називається CD3-дзета). В іншому переважному варіанті 
здійснення вказаний внутрішньоцитоплазматичний домен альфа-, бета- і/або гамма-ланцюга 
FcεRI включає щонайменше один додатковий мотив активації імунорецептора на основі 
тирозину (ITAM). ITAM являють собою добре визначувані сигнальні мотиви, знайдені у 40 

внутрішньоцитоплазматичному хвості різноманітних рецепторів, які служать як сайти 
зв'язування для класу тирозинкіназ syk/zap70. Приклади ITAM, використовуваних у винаході, 
включають отримані з TCR-дзета, FCR-гама, FCR-бета, CD3-гама, CD3-дельта, CD3-епсилон, 
CD5, CD22, CD79a, CD79b і CD66d. 

Як необмежувальний приклад, різні варіанти мультиланцюгового CAR показані на фіг. 4. 45 

У переважному варіанті здійснення мультиланцюговий CAR включає амінокислотну 
послідовність SEQ ID NO:125. Даний винахід стосується поліпептидів, що включають 
поліпептидну послідовність, яка щонайменше на 70%, переважно щонайменше на 80%, більш 
переважно щонайменше на 90%, 95%, 97% або 99% ідентична амінокислотній послідовності, 
вибраній з групи, яка складається з SEQ ID NO:125. 50 

В обсяг даного винаходу включені також полінуклеотиди, вектори, що кодують описаний 
вище мультиланцюговий CAR відповідно до винаходу. 

У конкретному охоплюваному варіанті здійснення даний винахід стосується способу 
одержання Т-клітин для імунотерапії, що включає введення у вказані Т-клітини різних 
поліпептидів, що включають вказаний мультиланцюговий CAR, і експансію вказаних клітин. 55 

В іншому варіанті здійснення вказаний спосіб додатково включає стадію генетичної 
модифікації вказаних клітин шляхом інактивації щонайменше одного гена, який експресує один 
компонент TCR, і/або мішені для імуносупресорного засобу. У переважному варіанті здійснення 
вказаний ген вибраний із групи, яка складається з TCR-альфа, TCR-бета, CD52 і GR. У 
переважному варіанті здійснення вказаний спосіб додатково включає введення у вказані Т-60 
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клітини рідкорозщеплювальної ендонуклеази, здатної селективно інактивувати вказані гени 
шляхом розщеплення ДНК. У більш переважному варіанті здійснення вказана 
рідкорозщеплювальна ендонуклеаза являє собою TALE-нуклеазу. Переважні TALE-нуклеази 
відповідно до винаходу являють собою нуклеази, що розпізнають і розщеплюють послідовність-
мішень, вибрану з групи, яка складається з: SEQ ID NO:1-6 (GR), SEQ ID NO:37, 57-60 (TCR-5 

альфа), SEQ ID NO:38 або 39 (TCR-бета) і SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:61-SEQ ID NO:65 (CD52). 
У конкретному варіанті здійснення вказаний спосіб додатково включає стадію додаткової 

геномної модифікації. Під стадією додаткової геномної модифікації може матися на увазі 
введення в клітини, що підлягають конструюванню, одного білка, що представляє інтерес. 
Вказаний білок, що представляє інтерес, може являти собою, як необмежувальні приклади, 10 

біспецифічне антитіло, мішень рідкорозщеплювальної ендонуклеази PDCD1 або CTLA-4, pT-
альфа або його функціональний варіант, як описано в даному описі. 

Даний винахід також стосується виділених клітин або клітинних ліній, що підходять для 
одержання вказаним способом конструктів клітин. Зокрема вказана виділена клітина включає 
екзогенні полінуклеотидні послідовності, що кодують поліпептиди, які включають вказаний 15 

мультиланцюговий CAR. 
Т-клітини з інактивованим PDCD1 або CTLA4 
Одним іншим з підходів до активації терапевтичного протипухлинного імунітету є блокада 

ключових точок регуляції імунної системи. Імунна відповідь регулюється в результаті 
урівноважування стимулюючого і інгібуючого сигналів. Експресія білків ключових точок регуляції 20 

імунної системи може бути порушена під дією пухлин і може являти собою важливий механізм 
імунорезистентності. Негативні регулятори функцій Т-клітин включають такі молекули, як CTLA-
4, ключову молекулу негативної регуляції, що негативно регулює шляхи активації Т-клітин, і 
білок-1 програмованої смерті (PD1), також відомий як PDCD1, трансмембранний рецептор, 
позитивно регульований на активованих Т-клітинах, що при зв'язуванні з його лігандом 25 

(лігандом-1 програмованох смерті, PD-L1) приводить до зниження продукції цитокінів і 
проліферації Т-клітин (Pardoll 2012). Таким чином, антагоністи інгібіторного сигналу приводять 
до ампліфікації специфічної для антигену Т-клітинного відповіді. 

Таким чином, даний винахід стосується способу конструювання Т-клітин, особливо для 
імунотерапії, що включає генетично модифіковані Т-клітини в результаті інактивації 30 

щонайменше одного білка, залученого до ключових точок регуляції імунної системи, зокрема 
PDCD1 і/або CTLA-4. 

У конкретному варіанті здійснення спосіб включає одну з наступних стадій: 
(a) забезпечення Т-клітини, 
(b) введення в вказану Т-клітину рідкорозщеплювальної ендонуклеази, здатної вибірково 35 

інактивувати за допомогою розщеплення ДНК ген PDCD1 або ген CTLA-4; і 
(c) експансія вказаних клітин. 
У переважному варіанті здійснення вказана рідкорозщеплювальна ендонуклеаза являє 

собою TALE-нуклеазу. У даному винаході розроблені нові TALE-нуклеази для точної 
спрямованості на відповідні гени для стратегій адоптивної імунотерапії. Переважні TALE-40 

нуклеази відповідно до винаходу являють собою нуклеази, що розпізнають і розщеплюють 
послідовність-мішень, вибрану з групи, яка складається з SEQ ID NO:77 і SEQ ID NO:78 (PDCD-
1), SEQ ID NO:74-SEQ ID NO:76 (CTLA-4). Даний винахід також стосується поліпептидних TALE-
нуклеаз, що включають амінокислотну послідовність, вибрану з групи, яка складається з SEQ ID 
NO:79-SEQ ID NO:88. 45 

Даний винахід також стосується поліпептидів, що включають амінокислотну послідовність, 
яка щонайменше на 70%, переважно щонайменше на 80%, більш переважно щонайменше на 
90%, 95% 97% або 99% ідентична амінокислотній послідовності, вибраній з групи, яка 
складається з SEQ ID NO:79-SEQ ID NO:88. В обсяг даного винаходу також включені 
полінуклеотиди, вектори, що кодують описані вище рідкорозщеплювальні ендонуклеази 50 

відповідно до винаходу. Цей метод може поєднуватися з яким-небудь з різних методів, 
описаних у даному описі. 

Біспецифічні антитіла 
Відповідно до ще одного варіанта здійснення сконструйовані Т-клітини, отримані різними 

способами, як описано вище, можуть додатково експонуватися з біспецифічними антитілами. 55 

Вказані Т-клітини можуть експонуватися з біспецифічними антитілами ex vivo перед уведенням 
пацієнту або in vivo після введення пацієнту. Вказані біспецифічні антитіла включають дві 
варіабельні області з різними антигенними властивостями, що дозволяє доставити конструкти 
клітин у безпосередню близькість до антигена-мішені. Як необмежувальний приклад, вказане 
біспецифічне антитіло спрямоване проти пухлинного маркера й антигена лімфоцитів, такого як 60 
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CD3, і має потенціал для переспрямування й активації будь-яких циркулюючих Т-клітин проти 
пухлин. 

Способи доставки 
Різні способи, описані вище, включають введення в клітину pT-альфа або його 

функціональних варіантів, рідкорозщеплювальних ендонуклеаз, TALE-нуклеази, CAR або 5 

мультиланцюгового CAR необов'язково з ферментом процесингу кінця ДНК або екзогенною 
нуклеїновою кислотою. 

Як необмежувальний приклад, вказаний pT-альфа або його функціональний варіант, 
рідкорозщеплювальні ендонуклеази, TALE-нуклеази, CAR або мультиланцюговий CAR 
необов'язково з ферментом процесингу кінця ДНК або екзогенною нуклеїновою кислотою 10 

можуть бути введені як трансгени, які кодуються одним або різними плазмідними векторами. 
Різні трансгени можуть бути включені в один вектор, що включає послідовність нуклеїнової 
кислоти, яка кодує послідовність рибосомного стрибка, таку як послідовність, що кодує пептид 
2A. Пептиди 2A, які ідентифіковані в підгрупі Aphthovirus пікорнавірусів, викликають рибосомний 
«стрибок» від одного кодона до наступного без утворення пептидного зв'язку між двома 15 

амінокислотами, кодованими кодонами (див. Donnelly et al., J. of General Virology 82: 1013-1025 
(2001); Donnelly et al., J. of Gen. Virology 78: 13-21 (1997); Doronina et al., Mol. And. Cell. Biology 
28(13): 4227-4239 (2008); Atkins et al., RNA 13: 803-810 (2007)). Під «кодоном» мають на увазі 
три нуклеотиди в мРНК (або в смисловому ланцюгу молекули ДНК), що транслюються 
рибосомою в один амінокислотний залишок. Таким чином, два поліпептиди можуть 20 

синтезуватися з однієї прилягаючої відкритої рамки зчитування в межах мРНК, коли 
поліпептиди розділені олігопептидною послідовністю 2А, що існує в рамці. Такі механізми 
стрибків рибосом добре відомі в даній галузі техніки і, як відомо, використовуються в декількох 
векторах для експресії декількох білків, які кодуються однією інформаційною РНК. Як 
необмежувальний приклад, у даному винаході пептиди 2А використані для експресії в клітині 25 

рідкорозщеплювальної ендонуклеази і ферменту процесингу кінця ДНК або різних поліпептидів 
мультиланцюгового CAR. 

Вказаний плазмідний вектор може містити маркер селекції, що забезпечує ідентифікацію 
і/або селекцію клітин, у які включений вказаний вектор. 

Поліпептиди можуть бути синтезовані в клітині in situ шляхом введення в клітину 30 

полінуклеотидів, які кодують вказані поліпептиди. Альтернативно, вказані поліпептиди можуть 
бути отримані поза клітиною і потім введені в неї. Способи введення полінуклеотидного 
конструкта в клітини тварин відомі в даній галузі техніки і включають як необмежувальні 
приклади методи стійкої трансформації, коли полінуклеотидний конструкт інтегрують у геном 
клітини, методи часової трансформації, коли полінуклеотидний конструкт не інтегрують у геном 35 

клітини, і методи, опосередковувані вірусами. Вказані полінуклеотиди можуть бути введені в 
клітину, наприклад, за допомогою рекомбінантних вірусних векторів (наприклад, ретровірусних, 
аденовірусних), ліпосом і подібного. Наприклад, методи часової трансформації включають, 
наприклад, мікроін'єкцію, електропорацію або бомбардування частинками. Вказані 
полінуклеотиди можуть бути включені у вектори, більш конкретно в плазмідні або вірусні 40 

вектори, з урахуванням того, що вони будуть експресуватися в клітинах. 
Електропорація 
У більш переважному варіанті здійснення винаходу полінуклеотиди, що кодують 

поліпептиди за даним винаходом, можуть являти собою мРНК, що вводять безпосередньо в 
клітини, наприклад, шляхом електропорації. Автори визначили оптимальні умови для 45 

електропорації мРНК у Т-клітину. 
Автори використовували метод cytoPulse, який дозволяє шляхом використання імпульсних 

електричних полів тимчасово збільшити проникність живих клітин для доставки матеріалу в 
клітини. Метод, оснований на використанні електропорації PulseAgile (власність Cellectis) у 
формі коливань імпульсів, характеризується точним контролем тривалості імпульсу, 50 

інтенсивності, а також інтервалу між імпульсами (патент США 6010613 і міжнародна заявка РСТ 
WO2004083379). Усі ці параметри можуть бути модифіковані, щоб досягти найкращих умов для 
високої ефективності трансфекції з мінімальною загибеллю. Звичайно перші високі імпульси 
електричного поля створюють можливість утворення пор, тоді як наступні більш низькі імпульси 
електричного поля дозволяють полінуклеотиду переміщуватися в клітину. В одному аспекті 55 

даного винаходу автори описують стадії, що привели до досягнення >95% ефективності 
трансфекції мРНК у Т-клітини, а також використання протоколу електропорації для тимчасової 
експресії різних типів білків у Т-клітинах. Зокрема, винахід стосується способу трансформації Т-
клітин, що включає контакт вказаної Т-клітини з РНК і нанесення на Т-клітини швидкої 
послідовності імпульсів, що складається з: 60 
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(a) одного електричного імпульсу з діапазоном напруги від 2250 до 3000 вольтів на 
сантиметр, тривалістю імпульсу 0,1 мсек і інтервалом імпульсів від 0,2 до 10 мсек між 
електричними імпульсами стадії (a) і (b); 

(b) одного електричного імпульсу з діапазоном напруги від 2250 до 3000 вольтів із шириною 
імпульсу 100 мсек і інтервалом імпульсів 100 мсек між електричним імпульсом на стадії (b) і 5 

першим електричним імпульсом на стадії (c); і 
(c) 4 електричних імпульсів з напругою 325 вольтів із шириною імпульсу 0,2 мсек і 

інтервалом імпульсів 2 мсек між кожним з 4 електричних імпульсів. 
У конкретному варіанті здійснення спосіб трансформації Т-клітини включає контакт вказаної 

Т-клітини з РНК і нанесення на Т-клітину швидкої послідовності імпульсів, що складається з: 10 

(a) одного електричного імпульсу з напругою 2250, 2300, 2350, 2400, 2450, 2500, 2550, 2400, 
2450, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900 або 3000 вольт на сантиметр, шириною імпульсу 0,1 мсек і 
імпульсним інтервалом 0,2, 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 або 10 мсек між електричними імпульсами 
стадії (a) і (b); 

(b) одного електричного імпульсу з напругою в діапазоні від 2250, 2250, 2300, 2350, 2400, 15 

2450, 2500, 2550, 2400, 2450, 2500, 2600, 2700, 2800, 2900 або 3000 вольт із тривалістю 100 
мсек і інтервалом імпульсів 100 мсек між електричним імпульсом на стадії (b) і першим 
електричним імпульсом на стадії (c); і 

(c) 4 електричних імпульсів з напругою 325 вольтів із шириною імпульсу 0,2 мсек і 
інтервалом імпульсів 2 мсек між кожним з 4 електричних імпульсів. 20 

Усі величини, включені в діапазон величин, описаний вище, описані в даному описі. 
Середовище електропорації може являти собою будь-яке придатне середовище, відоме в даній 
галузі техніки. Переважно, середовище електропорації має провідність у діапазоні, що охоплює 
0,01-1,0 міліСіменс. 

У конкретних варіантах здійснення, як необмежувальні приклади, вказана РНК кодує 25 

рідкорозщеплювальну ендонуклеазу, один мономер рідкорозщеплювальної ендонуклеази, 
такий як напів-TALE-нуклеаза, химерний рецептор антигену, щонайменше один компонент 
мультиланцюгового химерного рецептора антигену, pT-альфа або його функціональний варіант, 
екзогенну нуклеїнову кислоту, один додатковий каталітичний домен. 

Активація й експансія Т-клітин  30 

Чи узяті Т-клітини перед генетичною модифікацією або після неї, Т-клітини можуть бути 
активовані і їхня експансія стимульована звичайно за допомогою методів, описаних, наприклад, 
у патентах США 6352694; 6534055; 6905680; 6692964; 5858358; 6887466; 6905681; 7144575; 
7067318; 7172869; 7232566; 7175843; 5883223; 6905874; 6797514; 6867041; і патентній заявці 
США № 20060121005. Експансія Т-клітин може бути стимульована in vitro або in vivo. 35 

Звичайно Т-клітини за винаходом здійснюють експансію за рахунок контакту з поверхнею, 
що має приєднаний до неї агент, який стимулює сигнал, асоційований з комплексом CD3-TCR, 
що стимулює костимулюючу молекулу на поверхні Т-клітин. 

Зокрема, популяції Т-клітин можуть стимулюватися in vitro, наприклад, шляхом контакту з 
антитілом проти СD3 або його антигензв’язувальним фрагментом, або з антитілом проти CD2, 40 

іммобілізованим на поверхні, або шляхом контакту з активатором протеїнкінази C (наприклад, 
бріостатином) у сполученні з кальцієвим іонофором. Для костимуляції допоміжної молекули на 
поверхні Т-клітин використовується ліганд, що зв'язується з допоміжною молекулою. 
Наприклад, популяція Т-клітин може бути введена в контакт з антитілом проти CD3 і антитілом 
проти CD28 в умовах, що підходять для стимуляції проліферації Т-клітин, щоб стимулювати 45 

проліферацію або CD4+ Т-клітин, або CD8+ Т-клітин, антитілом проти CD3 і антитілом проти 
CD28. Наприклад, агенти, що забезпечують кожен сигнал, можуть знаходитися в розчині або 
бути зв'язаними з поверхнею. Як можуть легко зрозуміти фахівці в даній галузі техніки, 
відношення частинок до клітин може залежати від розміру частинок відносно клітини-мішені. В 
інших варіантах здійснення даного винаходу клітини, такі як Т-клітини, об’єднують з кульками, 50 

покритими засобами, кульки і клітини потім розділяють, і потім клітини культивують. В 
альтернативному варіанті здійснення перед культивуванням кульки, покриті засобами, і клітини 
не розділяють, а культивують разом. Білки клітинної поверхні можуть бути ліговані в результаті 
можливості контакту парамагнітних кульок, до яких приєднані антитіла проти CD3 і проти CD28 
(3×28 кульок), з Т-клітинами. В одному варіанті здійснення клітини (наприклад, 4-10 Т-клітин) і 55 

кульки (наприклад, парамагнітні кульки DYNABEADS® M-450 CD3/CD28-T у відношенні 1:1) 
змішують у буфері, переважно в PBS (без двовалентних катіонів, таких як, кальцій і магній). 
Фахівці в даній галузі техніки можуть легко оцінити, яка концентрація клітин може бути знову 
використана. Суміш можна культивувати протягом від декількох годин (приблизно 3 години) до 
приблизно 14 днів або протягом будь-якого цілого значення годин між ними. В іншому варіанті 60 
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здійснення суміш можна культивувати протягом 21 дня. Умови, що підходять для Т-клітинної 
культури, включають придатні середовища (наприклад, мінімальні необхідні середовища або 
середовища RPMI 1640 або X-vivo 5 (Lonza)), що можуть містити фактори, необхідні для 
проліферації і життєздатності, включаючи сироватку (наприклад, фетальну сироватку телят або 
сироватку людини), інтерлейкін-2 (IL-2), інсулін, IFN-γ, IL-4, IL-7, GM-CSF, -10, -2, IL-15, TGFp і 5 

TNF- або будь-які інші добавки для росту клітин, відомі фахівцю в даній галузі техніки. Інші 
добавки для росту клітин включають, але не обмежуються ними, поверхнево-активні речовини, 
плазманат і відновлювальні агенти, такі як N-ацетилцистеїн і 2-меркаптоетанол. Середовища 
можуть включати RPMI 1640, A1M-V, DMEM, MEM, A-MEM, F-12, X-Vivo 1 і X-Vivo 20, Optimizer, 
з додаванням амінокислот, пірувату натрію і вітамінів, або без сироватки або з додаванням 10 

відповідної кількості сироватки (або плазми) або певного набору гормонів і/або кількості 
цитокіну(ів), достатньої для росту й експансії Т-клітин. Антибіотики, наприклад, пеніцилін і 
стрептоміцин, включають тільки в експериментальні культури, але не в культури клітин, що 
призначені для інфузії індивідууму. Клітини-мішені підтримують в умовах, необхідних для 

підтримки росту, наприклад, при придатній температурі (наприклад, 37C) і атмосфері 15 

(наприклад, повітря плюс 5% CO2). Т-клітини, що експонувалися при різному часі стимуляції, 
можуть мати різні характеристики. 

В іншому конкретному варіанті здійснення вказані клітини можуть здійснювати експансію 
шляхом спільного культивування з тканиною або клітинами. Експансію вказаних клітин можна 
також здійснювати in vivo, наприклад, у крові індивідуумів після введення вказаної клітини 20 

індивідууму. 
Модифіковані Т-клітини 
В обсяг даного винаходу також входить виділена Т-клітина, отримана відповідно до будь-

якого зі способів, описаних вище. Вказана Т-клітина згідно із даним винаходом може походити 
від стовбурової клітини. Стовбурові клітини можуть являти собою стовбурові клітини дорослих 25 

особнів, ембріональні стовбурові клітини, більш конкретно, стовбурові клітини не від людини, 
стовбурові клітини пуповинної крові, прогеніторні клітини, стовбурові клітини кісткового мозку, 
індуковані плюрипотентні стовбурові клітини, тотипотентні стовбурові клітини або гемопоетичні 
стовбурові клітини. Прикладом клітин людини є клітини CD34+. Вказана виділена клітина також 
може являти собою дендритну клітину, NK-клітину, В-клітину або Т-клітину, вибрану з групи, яка 30 

складається з запальних Т-лімфоцитів, цитотоксичних Т-лімфоцитів, регуляторних Т-лімфоцитів 
або хелперних Т-лімфоцитів. В іншому варіанті здійснення вказана клітина може походити з 
групи, яка складається з CD4+ Т-лімфоцитів і CD8+ Т-лімфоцитів. Перед експансією і 
генетичною модифікацією клітин за даним винаходом, джерело клітин може бути отримане від 
індивідуума за допомогою різних необмежувальних методів. Т-клітини можуть бути отримані з 35 

ряду необмежувальних джерел, включаючи мононуклеарні клітини периферичної крові, 
кістковий мозок, тканину лімфатичних вузлів, пуповинну кров, тканину вилочкової залози, 
тканину з ділянки інфекції, асцит, плевральний випіт, тканину селезінки, а також пухлини. У 
деяких варіантах здійснення даного винаходу може бути використана будь-яка кількість Т-
клітинних ліній, доступних і відомих фахівцям у даній галузі техніки. В іншому варіанті 40 

здійснення вказана клітина може походити від здорового донора, від пацієнта з діагнозом раку 
або від пацієнта з діагнозом інфекції. В іншому варіанті здійснення вказана клітина є частиною 
змішаної популяції клітин, що має різні фенотипові характеристики. В обсяг даного винаходу 
також входить клітинна лінія, отримана від трансформованої Т-клітини відповідно до способу, 
описаному вище. Модифіковані клітини, стійкі до імуносупресорної терапії і придатні для 45 

одержання за допомогою представленого вище методу, входять в обсяг даного винаходу. 
В іншому варіанті здійснення вказана виділена клітина згідно із даним винаходом включає 

один інактивований ген, вибраний із групи, яка складається з CD52, GR, TCR-альфа і TCR-бета 
і/або експресує CAR, мультиланцюговий CAR і/або трансген pT-альфа. В іншому варіанті 
здійснення вказана виділена клітина за даним винаходом включає два інактивовані гени, 50 

вибрані із групи, яка складається з CD52 і GR, CD52 і TCR-альфа, CDR52 і TCR-бета, GR і TCR-
альфа, GR і TCR-бета, TCR-альфа і TCR-бета і/або експресує CAR, мультиланцюговий CAR 
і/або трансген pT-альфа. 

В іншому варіанті здійснення пропонується TCR, що не функціонує в клітинах відповідно до 
винаходу в результаті інактивації гена TCR-альфа і/або гена(нів) TCR-бета. Приведені вище 55 

стратегії використовуються більш конкретно для того, щоб уникнути GvHD. У конкретному 
аспекті даного винаходу пропонується спосіб одержання модифікованих клітин, які походять від 
індивідуума, де вказані клітини можуть проліферувати незалежно від сигнального шляху 
головного комплексу гістосумісності. Вказаний спосіб включає наступні стадії: 

(a) забезпечення клітин від вказаного індивідуума; 60 
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(b) генетична модифікація вказаних клітин ex vivo шляхом інактивації генів TCR-альфа або 
TCR-бета; 

(c) культивування генетично модифікованих Т-клітин in vitro у відповідних умовах для 
ампліфікації вказаних клітин. 

Модифіковані клітини, що можуть проліферувати незалежно від сигнального шляху 5 

головного комплексу гістосумісності, що підходять для одержання цим способом, входять в 
обсяг даного винаходу. Вказані модифіковані клітини можуть бути використані в конкретному 
аспекті винаходу для лікування потребуючих цього пацієнтів, діючи проти реакції хазяїн проти 
трансплантата (HvG) і захворювання трансплантат проти хазяїна (GvHD); отже, в об’єм даного 
винаходу входить спосіб лікування пацієнтів, які потребують цього, з реакцією хазяїн проти 10 

трансплантата (HvG) і захворювання трансплантат проти хазяїна (GvHD), що включає лікування 
вказаного пацієнта шляхом уведення вказаному пацієнту ефективної кількості модифікованих 
клітин, які містять інактивовані гени TCR-альфа і/або TCR-бета. 

Терапевтичне застосування 
В іншому з варіантів здійснення виділена клітина, отримана за допомогою різних способів, 15 

або клітинна лінія, яка походить від вказаної виділеної клітини, як описано вище, може бути 
використана як лікарський засіб. В іншому варіанті здійснення вказаний лікарський засіб може 
бути використаний для лікування раку або інфекції в пацієнта, який потребує цього. В іншому 
варіанті здійснення вказана виділена клітина відповідно до винаходу або клітинна лінія, яка 
походить від вказаної виділеної клітини, може бути використана для одержання лікарського 20 

засобу для лікування раку або вірусної інфекції в пацієнта, який потребує цього. 
В іншому аспекті даний винахід стосується способів лікування потребуючих цього пацієнтів, 

що включають щонайменше одну з наступних стадій: 
(a) забезпечення Т-клітини, отриманої за будь-яким зі способів, описаних вище; 
(b) уведення вказаних трансформованих Т-клітин вказаному пацієнту. 25 

В одному варіанті здійснення вказані Т-клітини за даним винаходом можуть піддаватися 
стійкій Т-клітинній експансії in vivo і можуть зберігатися протягом тривалого періоду часу. 

Вказане лікування може являти собою полегшуюче, лікуюче або профілактичне лікування. 
Воно може бути або частиною аутологічної імунотерапії, або частиною алогенного 
імунотерапевтичного лікування. Під аутологічною імунотерапією мається на увазі, що клітини, 30 

клітинна лінія або популяція клітин, використовувані для лікування пацієнтів, отримані від 
вказаного пацієнта або від сумісної по антигену лейкоцитів людини (HLA) донора. Під 
алогенною імунотерапіює мається на увазі, що клітини або популяція клітин, використовуваних 
для лікування пацієнтів, не отримані від вказаного пацієнта, а отримані від донора. 

Винахід особливо підходить для алогенної імунотерапії, оскільки це дає можливість 35 

трансформації звичайно одержуваних від донорів Т-клітин у клітини, що не є алореактивними. 
Це може бути здійснене за допомогою стандартних протоколів і відтворено стільки разів, скільки 
буде потрібно. Отримані модифіковані Т-клітини можуть бути об'єднані і введені одному або 
декільком пацієнтам, будучи доступними у вигляді терапевтичного «готового до використання» 
продукту. 40 

Клітини, що можуть бути використані зі способами, що розкриваються, описані в 
попередньому розділі. Вказане лікування може бути використане для лікування пацієнтів з 
діагнозом раку, вірусної інфекції, аутоімунних захворювань або захворювання трансплантат 
проти хазяїна (GvHD). Ракові захворювання, які можна лікувати, включають пухлини, які не 
васкуляризовані або ще по суті не васкуляризовані, а також васкуляризовані пухлини. Ракові 45 

захворювання можуть включати несолідні пухлини (наприклад, гематологічні пухлини, 
наприклад, лейкози і лімфоми) або можуть включати солідні пухлини. Типи раку, що підлягають 
лікуванню CAR за винаходом, включають, але не обмежуються ними, карциному, бластому і 
саркому, і певні лейкози або лімфоїдні злоякісні новоутворення, доброякісні і злоякісні пухлини, і 
злоякісні пухлини, наприклад, саркоми, карциноми і меланоми. Включаються також 50 

пухлини/злоякісні новоутворення дорослих і пухлини/злоякісні новоутворення дітей. 
Лікування може застосовуватися в комбінації з одним або більше протираковими 

терапевтичними засобами, вибраними з групи терапії за допомогою антитіл, хіміотерапії, терапії 
цитокінами, терапії дендритними клітинами, генної терапії, гормональної терапії, терапії за 
допомогою лазерного світла і променевої терапії. 55 

Відповідно до переважного варіанта здійснення даного винаходу вказане лікування може 
здійснюватися в пацієнтів, що проходять курс імуносупресорної терапії. Дійсно, даний винахід 
краще спирається на клітини або популяцію клітин, які сконструйовані як стійкі щонайменше до 
одного імуносупресорного засобу за рахунок інактивації гена, що кодує рецептор такого 
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імуносупресорного засобу. У цьому аспекті імуносупресорне лікування повинне допомогти 
відбору й експансії Т-клітин відповідно до винаходу в пацієнта. 

Уведення клітин або популяції клітин згідно із даним винаходом може здійснюватися будь-як 
зручним способом, включаючи аерозольну інгаляцію, ін'єкцію, проковтування, переливання, 
імплантацію або трансплантацію. Композиції, описані в даному описі, можна вводити пацієнту 5 

підшкірно, внутрішньошкірно, усередину пухлини, усередину вузла, інтрамедулярно, 
внутрішньом’язово, за допомогою внутрішньовенної або внутрішньолімфатичної ін'єкції або 
внутрішньоочеревинно. В одному варіанті здійснення композиції клітин за даним винаходом 
переважно вводять шляхом внутрішньовенної ін'єкції. 

Уведення клітин або популяції клітин може складатися з уведення 10
4
-10

9
 клітин на кг маси 10 

тіла, переважно від 10
5
 до 10

6
 клітин/кг маси тіла, включаючи всі цілі значення числа клітин у 

межах цих діапазонів. Клітини або популяції клітин можна вводити у вигляді однієї або більше 
доз. В іншому варіанті здійснення вказану ефективну кількість клітин вводять у вигляді 
однократної дози. В іншому варіанті здійснення вказану ефективну кількість клітин вводять у 
вигляді більше однієї дози протягом періоду часу. Терміни введення знаходяться в компетенції 15 

лікуючого лікаря і залежать від клінічного стану пацієнта. Клітини або популяція клітин може 
бути отримана з будь-якого джерела, такого як банк крові або донор. Незважаючи на те, що 
індивідуальні потреби відрізняються, оптимальні інтервали ефективних кількостей даного типу 
клітин для конкретного захворювання або стану визначаються фахівцями в даній галузі техніки. 
Ефективна кількість означає кількість, яка забезпечує терапевтичний або профілактичний 20 

ефект. Дозування, що вводиться, повинне залежати від віку, стану здоров'я і маси реципієнта, 
виду супутнього лікування, якщо воно проводиться, частоти лікування і природи бажаного 
ефекту. 

В іншому варіанті здійснення вказана ефективна кількість клітин або композиції, що містить 
ці клітини, уводиться парентерально. Вказане введення може являти собою внутрішньовенне 25 

введення. Вказане введення може бути виконане безпосередньо шляхом ін'єкції в пухлину. 
У деяких варіантах здійснення даного винаходу клітини вводять пацієнту в сполученні 

(наприклад, до, одночасно або після) з будь-яким набором придатних методів лікування, 
включаючи, але, не обмежуючись ними, такі засоби, як засоби противірусної терапії, цидофовір 
і інтерлейкін-2, цитарабін (також відомий як ARA-C) або наталізимаб для лікування пацієнтів з 30 

MS, або ефалізтимаб для лікування пацієнтів із псоріазом, або інші засоби для лікування 
пацієнтів з PML. В інших варіантах здійснення Т-клітини за даним винаходом можуть бути 
використані в поєднанні з хіміотерапією, опроміненням, імуносупресорними засобами, такими як 
циклоспорин, азатіоприн, метотрексат, мікофенолат і FK506, антитіла або інші імуносупресорні 
засоби, такі як САМ PATH, антитіла проти CD3 або інші терапевтичні антитіла, цитоксин, 35 

флударибін, циклоспорин, FK506, рапаміцин, мікоплінолева кислота, стероїди, FR901228, 
цитокіни, і в поєднанні з опроміненням. Ці лікарські засоби або інгібують кальційзалежну 
фосфатазу - кальциневрин (циклоспорин і FK506), або інгібують кіназу p70S6, яка важлива для 
індукованої фактором росту передачі сигналу (рапаміцин) (Liu et al., Cell 66:807-815, 11; 
Henderson et al., Immun. 73:316-321, 1991; Bierer et al., Citrr. Opin. mm n. 5:763-773, 93). У 40 

додатковому варіанті здійснення композиції клітин за даним винаходом вводять пацієнту в 
поєднанні (наприклад, до, одночасно або після) із трансплантацією кісткового мозку, Т-
клітинною абляційною терапією з використанням або хіміотерапевтичних засобів, таких як, 
флударабін, променевою терапією зовнішнім пучком (XRT), циклофосфамідом, або антитілами, 
такими як OKT3 або САМРАТН. В іншому варіанті здійснення композиції клітин за даним 45 

винаходом вводять після В-клітинної абляційної терапії, наприклад, засобами, що взаємодіють з 
CD20, наприклад, ритуксаном. Наприклад, в одному варіанті здійснення індивідууми можуть 
одержувати стандартне лікування високою дозою хіміотерапії з наступною трансплантацією 
стовбурових клітин периферичної крові. У деяких варіантах здійснення після трансплантації 
індивідууми одержують інфузію розмножених імунних клітин за даним винаходом. У 50 

додатковому варіанті здійснення розмножені клітини вводять до або після хірургічного 
втручання. Вказані модифіковані клітини, отримані за допомогою будь-якого зі способів, 
описаних у даному описі, можуть бути використані в конкретному аспекті винаходу для 
лікування пацієнтів, які потребують лікування реакції хазяїн проти трансплантата (HvG) і 
захворювання трансплантат проти хазяїна (GVHD); отже, в об’єм даного винаходу входить 55 

спосіб лікування пацієнтів, які потребують лікування реакції хазяїн проти трансплантата (HvG) і 
захворювання трансплантат проти хазяїна (GVHD), що включає лікування вказаного пацієнта 
шляхом уведення вказаному пацієнту ефективної кількості модифікованих клітин, що 
включають інактивовані гени TCR-альфа і/або TCR-бета. 

Приклад способу конструювання алогенних клітин людини для імунотерапії 60 
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Для кращого розуміння винаходу один приклад способу конструювання алогенних клітин 
людини для імунотерапії показаний на фіг. 5. Спосіб включає комбінацію однієї або декількох з 
наступних стадій: 

1. Забезпечення Т-клітин із клітинної культури або зі зразка крові від одного конкретного або 
пацієнта з банку крові й активації вказаних Т-клітин з використанням активаторних кульок анти-5 

CD3/C28. Кульки забезпечують як первинними, так і костимулюючими сигналами, необхідними 
для активації й експансії Т-клітин; 

2. a) Трансдукція вказаних клітин pT-альфа або функціональним варіантом трансгена для 
підтримки експресії CD3 на поверхні і забезпечення експансії клітин шляхом стимуляції 
комплексу CD3. Руйнування TCR, як очікується, приводить до знищення комплексу TCR і знімає 10 

алореактивність (GvHD), але може змінити алогенну експансію клітин через втрату компонента 
передачі сигналу CD3. Трансдуковані клітини, як очікується, експресують ланцюг pT-альфа або 
його функціональний варіант. Цей ланцюг pT-альфа утворює пару з ланцюгом TCR-бета і 
компонентами передачі сигналу CD3 з утворенням комплексу пре-TCR і, таким чином, 
відновлює функціональний комплекс CD3 і підтримує активацію або стимуляцію клітин з 15 

інактивованим TCR-альфа. Трансдукція Т-клітин лентивірусним вектором pT-альфа може бути 
реалізована до або після інактивації TCR-альфа; 

b) трансдукція вказаних клітин мультиланцюговим CAR дозволяє перенаправляти Т-клітини 
проти антигенів, які експресуються на поверхні клітин-мішеней з різних злоякісних пухлин, 
включаючи лімфоми і солідні пухлини. Для поліпшення функції костимуляторного домену 20 

автори розробили мультиланцюговий CAR, який походить від FcεRI, як описано вище. 
Трансдукція може бути реалізована до або після інактивації генів TCR-альфа і CD52. 

3. Конструювання неалореактивних і стійких до імуносупресії Т-клітин: 
a) існує можливість інактивації TCR-альфа у вказаних клітинах для видалення TCR з 

поверхні клітини і запобігання розпізнаванню тканини хазяїна як чужорідної за допомогою TCR 25 

алогенних клітин і, таким чином, уникнення GvHD;  
b) існує можливість також інактивації одного гена, що кодує імуносупресорний засіб, для 

додавання вказаним клітинам стійкості до імуносупресорного лікування, щоб запобігти 
відторгненню трансплантата, не торкаючись пересаджених Т-клітин. У цьому прикладі мішенню 
імуносупресорних агентів є CD52, і імуносупресорний засіб являє собою гуманізоване 30 

моноклональне антитіло проти CD52. 
Авторами показано, що використання TALE-нуклеази в результаті можливості більш високої 

швидкості подій DSB усередині Т-клітин особливо вигідно для досягнення вказаної вище 
подвійної інактивації Т-клітин. Переважно, гени TCR-альфа і CD52 інактивують електропорацією 
Т-клітин мРНК, що кодує TALE-нуклеазу, спрямовану на вказані гени. Авторами даного 35 

винаходу виявлено, що використання мРНК, що приводить до високої швидкості трансформації, 
було менш шкідливо для Т-клітин, і таким чином, має вирішальне значення для процесу 
конструювання Т-клітин. Потім інактивовані Т-клітини сортуються з використанням магнітних 
кульок. Наприклад, Т-клітини, які експресують CD52, видаляються шляхом фіксації на твердій 
поверхні, а інактивовані клітини не піддаються впливу стресу, проходячи через колонку. Цей 40 

щадний метод підвищує концентрацію відповідним чином сконструйованих Т-клітин. 
4. Експансія in vitro сконструйованих Т-клітин перед уведенням пацієнту або in vivo після 

введення пацієнту шляхом стимуляції комплексу CD3. Перед стадією введення пацієнти 
одержують лікування імуносупресорними засобами, такими як CAMPATH1-H, гуманізоване 
моноклональне антитіло проти CD52. 45 

5. Необов'язково вказані клітини експонуються з біспецифічними антитілами ex vivo перед 
уведенням пацієнту або in vivo після введення пацієнту, щоб привести сконструйовані клітини в 
безпосередню близькість до антигена-мішені. 

Інші визначення 
Амінокислотні залишки в поліпептидній послідовності позначені в даному описі відповідно 50 

до однобуквеного коду, у якому, наприклад, Q означає Gln або залишок глутаміну, R означає 
Arg або залишок аргініну, і D означає Asp або залишок аспарагінової кислоти. 

Амінокислотні заміни означають заміну одного амінокислотного залишку іншим, наприклад, 
заміна залишку аргініну залишком глутаміну в пептидній послідовності являє собою 
амінокислотну заміну. 55 

Нуклеотиди позначаються в такий спосіб: однобуквений код використовується для 
позначення основи нуклеозиду: a являє собою аденін, t являє собою тимін, c являє собою 
цитозин, і g являє собою гуанін. Для вироджених нуклеотидів, r являє собою g або a (пуринові 
нуклеотиди), k являє собою g або t, s являє собою g або c, w являє собою a або t, m являє 
собою a або c, y являє собою t або з (піримідинові нуклеотиди), d являє собою g, a або c, v 60 
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являє собою g, a або c, b являє собою g, t або c, h являє собою a, t або с, і n являє собою g, a, t 
або c. 

При застосуванні в даному описі «нуклеїнова кислота» або «полінуклеотиди» стосуються 
нуклеотидів і/або полінуклеотидів, таких як дезоксирибонуклеїнова кислота (ДНК) або 
рибонуклеїнова кислота (РНК), олігонуклеотидів, фрагментів, отриманих при полімеразній 5 

ланцюговій реакції (ПЛР), і фрагментів, створених будь-якими з лігування, розщеплення, дії 
ендонуклеази і дії екзонуклеази. Молекули нуклеїнової кислоти можуть бути складені з 
мономерів, що являють собою природні нуклеотиди (наприклад, ДНК і РНК) або аналоги 
природних нуклеотидів (наприклад, енантіомерні форми природних нуклеотидів), або 
комбінацію обох. Модифіковані нуклеотиди можуть мати зміни в частинах цукрів і/або в 10 

частинах піримідинових або пуринових основ. Модифікації цукрів включають, наприклад, заміну 
однієї або більше гідроксильних груп галогенами, алкільними групами, амінами й азидогрупами, 
або цукри можуть бути функціоналізовані у вигляді простих ефірів або складних ефірів. Крім 
того, повна частина цукру може бути замінена стерично й електронно-подібними структурами, 
такими як аза-цукри і карбоциклічні аналоги цукрів. Приклади модифікацій у частині основи 15 

включають алкиловані пурини і піримідини, ациловані пурини або піримідини або інші добре 
відомі гетероциклічні замісники. Мономери нуклеїнових кислот можуть бути зв'язані 
фосфодіефірними зв'язками або аналогами таких зв'язків. Нуклеїнові кислоти можуть бути або 
одноланцюговими або дволанцюговими. 

Під «полінуклеотидом, що послідовно включає першу область гомології з послідовностями, 20 

що лежать вище вказаного дволанцюгового розриву, послідовність, призначену для вставки в 
геном вказаної клітини, і другу область гомології з послідовностями, що лежать нижче вказаного 
дволанцюгового розриву» розуміється конструкт ДНК або матриця, що включає першу і другу 
частини, які гомологічні 5'- і 3'-областям ДНК-мішені in situ. Конструкт ДНК також включає третю 
частину, розташовану між першою і другою частиною, що має деяку гомологію з відповідною 25 

послідовністю ДНК in situ або, альтернативно, не має гомології з 5'- і 3'-областями ДНК-мішені in 
situ. Після розщеплення ДНК-мішені стимулюється подія гомологічної рекомбінації між геномом, 
що містить ген-мішень, включений в локус, що представляє інтерес, і цією матрицею, у якій 
геномна послідовність, що містить ДНК-мішень, замінена третьою частиною матриці і 
варіабельною ділянкою першої і другої частин вказаної матриці. 30 

Під «ДНК-мішенню», «послідовністю ДНК-мішені», «послідовністю мішені-ДНК», 
«послідовністю нуклеїнової кислоти-мішені», «послідовністю-мішенню» або «сайтом 
процесингу» мається на увазі полінуклеотидна послідовність, що може являти собою мішень і 
піддаватися процесингу рідкорозщеплювальною ендонуклеазою згідно із даним винаходом. Ці 
терміни стосуються специфічної локалізації ДНК, переважно геномної локалізації в клітині, а 35 

також частини генетичного матеріалу, що може існувати незалежно від основної частини 
генетичного матеріалу, такої як плазміди, епісоми, вірус, транспозони, або локалізації в 
органелах, таких як мітохондрії, як необмежувальний приклад. Як необмежувальні приклади 
мішеней TALE-нуклеази, геномні послідовності-мішені звичайно складаються з двох 
послідовностей 17 п.о. у довжину (які називаються напівмішенями), розділених спейсером у 15 40 

п.о. Кожна напівмішень розпізнається повторами TALE-нуклеаз, перерахованими в таблицях 1, 
5, 6 і 10, як необмежувальні приклади, кодованих в плазмідах під контролем промотору EF1-
альфа або промотору Т7. Послідовність-мішень нуклеїнової кислоти визначається від 5'- до 3'-
кінця послідовністю одного ланцюга вказаної мішені, як вказано в таблицях 1, 5, 6 і 10. 

Під химерним рецептором антигену (CAR) маються на увазі молекули, що сполучають у собі 45 

зв’язувальний домен проти компонента, який присутній на клітині-мішені, наприклад, 
специфічний домен антитіла проти бажаного антигену (наприклад, антигену пухлини) із 
внутрішньоклітинним доменом, що активує Т-клітинний рецептор, для створення химерного 
білка, що виявляє специфічну клітинну імунну активність проти мішені. Звичайно CAR 
складається з позаклітинного домену одноланцюгового антитіла (scFvFc), з'єднаного з 50 

внутрішньоклітинним сигнальним доменом дзета-ланцюга Т-клітинного рецепторного комплексу 
для антигену (scFvFc:ζ), і має здатність при експресії в Т-клітинах перенаправляти 
розпізнавання антигену відповідно до специфічності моноклонального антитіла. Одним із 
прикладів CAR, використовуваного в даному винаході, є CAR, спрямований проти антигену CD-
19, і він може включати як необмежувальний приклад амінокислотну послідовність SEQ ID 55 

NO:73. 
Термін «вектор для доставки» або «вектори для доставки» має на увазі будь-який вектор 

для доставки, що може використовуватися в даному винаході, щоб увести клітину в контакт 
(тобто «для контактування») або доставити усередину клітини або в субклітинні компартменти 
(тобто «для введення») агентів/хімічних речовин і молекул (білків або нуклеїнових кислот), 60 
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необхідних для даного винаходу. Він включає, але, не обмежуючись ними, ліпосомальні вектори 
для доставки, вірусні вектори для доставки, вектори для доставки лікарських засобів, хімічні 
носії, полімерні носії, ліпоплекси, поліплекси, дендримери, мікропухирці (ультразвукові 
контрастуючі агенти), наночастинки, емульсії або інші придатні вектори для доставки. Ці вектори 
для доставки дають можливість доставляти молекули, хімічні речовини, макромолекули (гени, 5 

білки) або інші вектори, такі як плазміди, пептиди, розроблені Diatos. У цих випадках, вектори 
для доставки є молекулярними носіями. Під «вектором для доставки» або «векторами для 
доставки» маються на увазі також методи доставки для здійснення трансфекції. 

Терміни «вектор» або «вектори» стосуються молекули нуклеїнової кислоти, здатної 
транспортувати іншу нуклеїнову кислоту, з яким вона зв'язана. «Вектор» у даному винаході 10 

включає, але не обмежується ними, вірусний вектор, плазміду, вектор РНК або лінійну або 
кільцеву молекулу ДНК або РНК, яка може складатися з хромосомної, нехромосомної, 
напівсинтетичної або синтетичної нуклеїнової кислоти. Переважні вектори являють собою 
вектори, здатні до автономної реплікації (епісомний вектор) і/або до експресії нуклеїнових 
кислот, з якими вони зв'язані (експресійні вектори). Велика кількість придатних векторів відомі 15 

фахівцям у даній галузі техніки і комерційно доступні. 
Вірусні вектори включають ретровірусні, аденовірусні, парвовірусні (наприклад, на основі 

аденоасоційованих вірусів), коронавірусні, на основі РНК-вірусів з негативним ланцюгом, таких 
як ортоміксовірус (наприклад, вірус грипу), на основі вірусу сказу (наприклад, вірусу сказу і 
вірусу везикулярного стоматиту), параміксовірусні (наприклад, на основі вірусів кору і Сендай), 20 

на основі РНК-вірусів з позитивним ланцюгом, таких як пікорнавірус і альфавірус, на основі 
вірусів з дволанцюговою ДНК, включаючи аденовірус, вірус герпеса (наприклад, вірус простого 
герпеса типів 1 і 2, вірус Епштейна-Барра, цитомегаловірус), і поксвірусні (наприклад, на основі 
вірусів коров'ячої віспи, пташиної віспи і віспи канарок). Інші віруси включають, наприклад, вірус 
Норфолк, тогавірус, флавівірус, реовіруси, паповавірус, гепаднавірус і вірус гепатиту. Приклади 25 

ретровірусів включають: вірус пташиного лейкозу-саркоми, віруси ссавців типу С, типу В, віруси 
типу D, групи HTLV-BLV, лентивірус, спумавірус (Coffin, J. M., Retroviridae: The viruses and their 
replication, In Fundamental Virology, Third Edition, B. N. Fields, et al., Eds., Lippincott- Raven 
Publishers, Philadelphia, 1996). 

Під «лентивірусним вектором» маються на увазі лентивірусні вектори на основі ВІЛ, що є 30 

дуже перспективними для доставки генів через їхню відносно високу здатність до упакування, 
знижену імуногенність і їхню здатність до стабільної трансдукції з високою ефективністю 
широкого спектра різних типів клітин. Лентивірусні вектори звичайно створюються для часової 
трансфекції трьох (упаковувальної, оболонкової і трансферної) або більше плазмід у клітини-
продуценти. Як і вектори на основі ВІЛ, лентивірусні вектори вводяться в клітину-мішень 35 

шляхом взаємодії глікопротеїдів вірусної поверхні з рецепторами на поверхні клітин. При вході 
вірусна РНК піддається зворотній транскрипції, яка опосередковується комплексом зворотної 
транскриптази вірусу. Продукт зворотної транскрипції являє собою дволанцюгову лінійну 
вірусну ДНК, яка є субстратом для вірусної інтеграції в ДНК інфікованих клітин. Під 
«інтегрованими лентивірусними векторами (або LV)», маються на увазі такі вектори, що, як 40 

необмежувальний приклад, здатні інтегруватися в геном клітини-мішені. На противагу цьому, 
«неінтегрованими лентивірусними векторами (або NILV)» позначають вектори для ефективної 
доставки генів, що не інтегруються в геном клітини-мішені під дією інтегрази вірусу. 

Вектори для доставки і вектори можуть бути зв'язані або об'єднані будь-якими способами 
клітинної перміабілізації, такими як створення пор ультразвуком або електропорацією або 45 

похідними цих методів. 
Під клітиною або клітинами маються на увазі будь-які еукаріотні живі клітини, первинні 

клітини і клітинні лінії, отримані з цих організмів для культивування in vitro. 
Під «первинною клітиною» або «первинними клітинами» маються на увазі клітини, узяті 

безпосередньо з живої тканини (тобто біопсійного матеріалу) і призначені для росту in vitro, які 50 

пройшли дуже мало подвоєнь популяції, і, отже, є більш репрезентативними відносно головних 
функціональних компонентів і характеристик тканин, з яких вони походять, у порівнянні з 
тривалими онкогенними або штучно імморталізованими клітинними лініями. 

Як необмежувальні приклади, клітинні лінії можуть бути вибрані з групи, яка складається з 
клітин СНО-К1; клітин НЕК293; клітин Caco2; клітин U2-OS; клітин NIH 3T3; клітин NSO; клітин 55 

SP2; клітин СНО-S; клітин DG44; клітин К-562, клітин U-937; клітин MRC5; клітин IMR90; клітин 
Jurkat; клітин HepG2; клітин HeLa; клітин HT-1080; клітин НСТ-116; клітин Hu-h7; клітин Huvec; 
клітин Molt 4. 

Усі ці клітинні лінії можуть бути модифіковані за допомогою способу за даним винаходом 
для забезпечення моделей клітинних ліній для одержання, експресії, кількісної оцінки, 60 
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виявлення, вивчення гена або білка, яка представляє інтерес; ці моделі можуть бути також 
використані для скринінгу біологічно активних молекул, що інтерес представляють, у 
дослідженнях і при їхньому одержанні і використанні в різних галузях, таких як в галузі хімії, 
біопалива, терапії й агрономії, як необмежувальні приклади. 

Під «мутацією» мається на увазі заміна, делеція, вставка до одного, двох, трьох, чотирьох, 5 

п'яти, шести, семи, восьми, дев'яти, десяти, одинадцяти, дванадцяти, тринадцяти, 
чотирнадцяти, п'ятнадцяти, двадцяти, двадцяти п'яти, тридцяти, сорока, п'ятдесяти або більше 
нуклеотидів/амінокислот у полінуклеотиді (кДНК, гені), або в послідовності поліпептиду. Мутація 
може вплинути на кодуючу послідовність гена або його регуляторну послідовність. Вона також 
може впливати на структуру геномної послідовності або структуру/стабільність кодованої мРНК. 10 

Під «варіантом(ами)» мається на увазі варіант повторів, варіант, варіант, що зв'язує ДНК, 
варіант TALE-нуклеази, варіант поліпептиду, отриманого в результаті мутації або заміни 
щонайменше одного залишку в амінокислотній послідовності батьківської молекули. 

Під «функціональним варіантом» мається на увазі каталітично активний мутант білка або 
домену білка; такий мутант може мати таку ж активність, як і його батьківський білок або домен 15 

білка, або додаткові властивості, або більш високу або більш низьку активність. 
Під «геном» мається на увазі основна одиниця спадковості, яка складається із сегмента 

ДНК, розташованого лінійно уздовж хромосоми, що кодує специфічний білок або сегмента 
білка. Ген звичайно включає промотор, 5'-нетрансльовану область, одну або більше кодуючих 
послідовностей (екзонів), необов'язково інтрони, 3'-нетрансльовану область. Ген може 20 

додатково містити термінатор, енхансери і/або сайленсери. 
При використанні в даному описі термін «локус» являє собою специфічну фізичну 

локалізацію послідовності ДНК (наприклад, гена) у хромосомі. Термін «локус» може стосуватися 
специфічної фізичної локалізації послідовності-мішені рідкорозщеплювальної ендонуклеази в 
хромосомі. Такий локус може включати послідовність-мішень, що розпізнається і/або 25 

розщеплюється рідкорозщеплювальною ендонуклеазою відповідно до винаходу. Зрозуміло, що 
локус, що представляє інтерес, за даним винаходом може визначати не тільки послідовність 
нуклеїнової кислоти, що існує в основній масі генетичного матеріалу (тобто в хромосомі) 
клітини, але також і частину генетичного матеріалу, що може існувати незалежно від вказаної 
основної маси генетичного матеріалу, таку як плазміди, епісоми, вірус, транспозони, або 30 

знаходиться в органелах, таких як мітохондрії, як необмежувальні приклади. 
Термін «ендонуклеаза» стосується будь-якого ферменту дикого типу або варіанту 

ферменту, здатного каталізувати гідроліз (розщеплення) зв'язків між нуклеїновими кислотами в 
молекулі ДНК або РНК, переважно в молекулі ДНК. Ендонуклеази не розщеплюють молекулу 
ДНК або РНК незалежно від її послідовності, а розпізнають і розщеплюють молекулу ДНК або 35 

РНК у специфічних полінуклеотидних послідовностях, які надалі називаються 
«послідовностями-мішенями» або «сайтами-мішенями». Ендонуклеази можуть класифікуватися 
як рідкорозщеплювальні ендонуклеази, коли звичайно мають сайт розпізнавання 
полінуклеотидів, довший ніж 12 пар основ (п.о.) у довжину, більш переважно 14-55 п.о. 
Рідкорозщеплювальні ендонуклеази значно збільшують HR, викликаючи розриви дволанцюгової 40 

ДНК (DSB) у визначеному локусі (Rouet, Smih et al. 1994; Choulika, Perrin et al. 1995; Pingoud and 
Silva 2007). Рідкорозщеплювальні ендонуклеази можуть, наприклад, являти собою хомінг-
ендонуклеазу (Paques and Duchateau 2007), химерну нуклеазу з цинковими пальцями (ZFN), 
одержувану в результаті з’єднання сконструйованих областей цинкових пальців з каталітичним 
доменом ферменту рестрикції, такого як Fokl (Porteus and Carroll 2005), або хімічну 45 

ендонуклеазу (Eisenschmidt, Lanio et al. 2005; Arimondo, Thomas et al. 2006). У хімічних 
ендонуклеазах хімічний або розщеплювальний пептидний фрагмент кон’югують або з 
полімером нуклеїнових кислот, або з іншою розпізнавальною ДНК специфічною послідовністю-
мішенню, направляючи в такий спосіб розщеплювальну активність на специфічну послідовність. 
Хімічні ендонуклеази також охоплюють синтетичні нуклеази, такі як кон’югати 50 

ортофенантроліну, що розщеплюють молекули ДНК, і триплексутворювальні олігонуклеотиди 
(TFO), відомі як такі, що зв'язуються зі специфічними послідовностями ДНК (Kalish and Glazer 
2005). Такі хімічні ендонуклеази включаються в термін «ендонуклеази» згідно із даним 
винаходом. 

Рідкорозщеплювальні ендонуклеази також можуть являти собою, наприклад, TALE-55 

нуклеази, новий клас химерних нуклеаз, що використовують каталітичний домен Fokl і ДНК-
зв’язувальний домен, який походить з ефектора, подібного до активатора транскрипції (TALE), 
сімейства білків, використовуваних у процесі інфікування рослинними патогенами роду 
Xanthomonas (Boch, Scholze et al. 2009; Moscou and Bogdanove 2009; Christian, Cermak et al. 
2010; Li, Huang et al.). Функціональне розташування TALE-нуклеази на основі Fokl (TALE-60 
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нуклеази) по суті таке ж, як і ZFN, причому ДНК-зв’язувальний домен з цинковими пальцями 
замінюється доменом TALE. Таким чином, для розщеплення ДНК TALE-нуклеазою потрібні дві 
області розпізнавання ДНК, що прилягають до неспецифічної центральної області. 
Рідкорозщеплювальні ендонуклеази, охоплювані даним винаходом, можуть також походити від 
TALE-нуклеаз. 5 

Рідкорозщеплювальна ендонуклеаза може являти собою хомінг-ендонуклеазу, також відому 
за назвою мегануклеаза. Такі хомінг-ендонуклеази добре відомі в даній галузі техніки (Stoddard 
2005). Хомінг-ендонуклеази розпізнають послідовність ДНК-мішені і викликають розрив одного 
або двох ланцюгів. Хомінг-ендонуклеази є високоспецифічними, що розпізнають сайти ДНК-
мішені в діапазоні від 12 до 45 пар основ (п.о.) у довжину, звичайно від 14 до 40 п.о. у довжину. 10 

Хомінг-ендонуклеази відповідно до винаходу можуть, наприклад, відповідати ендонуклеазі 
LAGLIDADG, ендонуклеазі HNH або ендонуклеазі GIY-YIG. Переважні хомінг-ендонуклеази 
згідно із даним винаходом можуть являти собою варіант I-CreI. 

Під «TALE-нуклеазою» (TALEN) мається на увазі гібридний білок, що складається зі 
зв’язувального домену нуклеїнової кислоти, що звичайно походить з ефектора, подібно до 15 

активатора транскрипції (TALE), і одного каталітичного домену нуклеази для розщеплення 
послідовності нуклеїнової кислоти-мішені. Каталітичний домен переважно являє собою домен 
нуклеази і більш переважно домен, який має ендонуклеазну активність, такий як, наприклад, I-
TevI, ColE7, NucA і Fok-I. У конкретному варіанті здійснення домен TALE може бути з'єднаний з 
мегануклеазою, такий як, наприклад, I-CreI і I-Onul або її функціональний варіант. У більш 20 

переважному варіанті здійснення вказана нуклеаза являє собою мономерну TALE-нуклеазу. 
Мономерна TALE-нуклеаза являє собою TALE-нуклеазу, що не вимагає димеризації для 
специфічного розпізнавання і розщеплення, наприклад, при з’єднанні сконструйованих повторів 
TAL з каталітичним доменом I-TevI, описаним у WO2012138927. Ефектори, подібні до 
активатора транскрипції (TALE), являють собою білки зі штамів бактерій Xanthomonas, що 25 

включають множину повторюваних послідовностей, причому кожен повтор включає подвійні 
залишки в положенні 12 і 13 (RVD), які є специфічними для кожної нуклеотидної основи 
послідовності-мішені нуклеїнової кислоти. Зв’язувальні домени зі схожими модульними основа-
на-основу зв’язувальними властивостями нуклеїнової кислоти (MBBBD) також можуть бути 
отримані з нових модульних білків, нещодавно виявлених авторами в інших штамах бактерій. 30 

Нові модульні білки мають перевагу, виявляючи більш високу варіабельність послідовності, ніж 
повтори TALE. Переважно, RVDS, зв'язані з розпізнаванням різних нуклеотидів, являють собою 
HD для розпізнавання C, NG для розпізнавання T, NI для розпізнавання A, NN для 
розпізнавання G або А, NS для розпізнавання A, C, G або T, HG для розпізнавання T, IG для 
розпізнавання T, NK для розпізнавання G, HA для розпізнавання C, ND для розпізнавання C, HI 35 

для розпізнавання C, HN для розпізнавання G, NA для розпізнавання G, SN для розпізнавання 
G або А, і YG для розпізнавання T, TL для розпізнавання A, VT для розпізнавання A або G, і SW 
для розпізнавання А. В іншому варіанті здійснення критичні амінокислоти 12 і 13 можуть бути 
мутовані відносно інших амінокислотних залишків, щоб модулювати їхню специфічність 
відносно нуклеотидів А, Т, С і G, і, зокрема, щоб підсилити цю специфічність. TALE-нуклеаза 40 

вже описана і використана для стимуляції спрямованої дії на ген і для генної модифікації (Boch, 
Scholze et al. 2009; Moscou and Bogdanove 2009; Christian, Cermak et al. 2010; Li, Huang et al.). 
Сконструйовані TALE-нуклеази комерційно доступні під торговою маркою TALEN™ (Cellectis, 8 
rue de la Croix Jarry, 75013 Paris, France). 

Термін «розщеплення» стосується розриву ковалентного кістяка полінуклеотида. 45 

Розщеплення може бути ініційовано різними способами, включаючи, але, не обмежуючись 
ними, ферментативний або хімічний гідроліз фосфодіефірного зв'язку. Можливо як 
одноланцюгове розщеплення, так і дволанцюгове розщеплення, і дволанцюгове розщеплення 
може відбуватися в результаті двох різних подій одноланцюгового розщеплення. Розщеплення 
дволанцюгової ДНК, РНК або гібрида ДНК/РНК може привести до одержання або тупих кінців, 50 

або східчастих кінців. 
Під «гібридним білком» мається на увазі результат добре відомого процесу в даній галузі 

техніки, який полягає в з’єднанні двох або більше генів, які спочатку кодують окремі білки або 
їхні частини, трансляції вказаного «гібридного гена», що приводить у результаті до єдиного 
поліпептиду з функціональними властивостями, які походять від кожного з вихідних білків. 55 

«Ідентичність» стосується ідентичності послідовностей двох молекул нуклеїнової кислоти 
або двох поліпептидів. Ідентичність може бути визначена шляхом порівняння положення в 
кожній послідовності, які можуть бути вирівняні з метою порівняння. Коли положення в 
порівнюваній послідовності займає ту ж саму основу, то молекули є ідентичними по даному 
положенню. Ступінь подібності або ідентичності між послідовностями нуклеїнових кислот або 60 
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амінокислот є функцією кількості ідентичних або парних нуклеотидів у положеннях, спільних для 
послідовностей нуклеїнових кислот. Різні алгоритми і/або програми вирівнювання можуть бути 
використані для розрахунку ідентичності двох послідовностей, включаючи FASTA або BLAST, 
які доступні як частина пакета аналізу послідовностей GCG (University of Wisconsin, Madison, 
Wis.), і їх можна використовувати, наприклад, з параметрами по умовчанню. Наприклад, 5 

охоплюються поліпептиди, що мають щонайменше 70%, 85%, 90%, 95%, 98% або 99% 
ідентичність конкретним поліпептидам, описаним у даному описі, і переважно виявляють по суті 
ті ж функції, а також полінуклеотид, що кодує такі поліпептиди. 

«Подібність» описує взаємовідносини між амінокислотними послідовностями двох або 
більше поліпептидів. Програма BLASTP також може бути використана для того, щоб 10 

ідентифікувати амінокислотну послідовність, що має щонайменше 70%, 75%, 80%, 85%, 87,5%, 
90%, 92,5%, 95%, 97,5%, 98%, 99% подібність послідовності з референсною амінокислотною 
послідовністю з використанням матриці подібності, наприклад, BLOSUM45, BLOSUM62 або 
BLOSUM80. Якщо не вказане інше, підрахунок подібності буде ґрунтуватися на використанні 
BLOSUM62. Коли використовується BLASTP, відсоток подібності оснований на позитивних 15 

очках BLASTP, і відсоток ідентичності послідовностей оснований на підрахунку очок 
ідентичності BLASTP. BLASTP «ідентичність» показує кількість і частку від усіх залишків при 
максимальному підрахунку очок пар послідовностей, які є ідентичними; і BLASTP «позитивна» 
показує кількість і частку залишків, для яких очки вирівнювання мають позитивні значення і які 
подібні одне до одного. Амінокислотні послідовності, що мають ці ступені ідентичності або 20 

подібності або який-небудь проміжний ступінь ідентичності або подібності з амінокислотними 
послідовностями, розкритими в даному описі, розглядаються й охоплюються даним описом. 
Полінуклеотидні послідовності подібних поліпептидів виводяться з використанням генетичного 
коду і можуть бути отримані за допомогою звичайних способів. Наприклад, функціональний 
варіант pT-альфа може мати 70%, 75%, 80%, 85%, 87,5%, 90%, 92,5%, 95%, 97,5%, 98%, 99% 25 

подібність послідовності з амінокислотною послідовністю SEQ ID NO:107. Полінуклеотид, що 
кодує такий функціональний варіант, може бути отриманий шляхом зворотної транскрипції його 
амінокислотної послідовності з використанням генетичного коду. 

«Домен трансдукції сигналу» або «костимуляторний ліганд» стосується молекули на 
антигенпрезентуючій клітині, яка специфічно зв'язується з розпізнаваною костимуляторною 30 

молекулою на T-клітині, тим самим забезпечуючи сигнал, що, на додаток до первинного 
сигналу, наданому, наприклад, у результаті зв'язування комплексу TCR/CD3 з молекулою MHC, 
навантаженою пептидом, опосередковує відповідь Т-клітини, включаючи, але, не обмежуючись 
ними, активацію проліферації, диференціювання тощо. Костимуляторний ліганд може включати, 
але, не обмежуючись ними, CD7, CD80 (В7-1), CD86 (В7-2), PD-L1, PD-L2, 4-1BBL, OX40L, 35 

індукований костимуляторний ліганд (ICOS-L), молекулу міжклітинної адгезії (ICAM, CD30L, 
CD40, CD70, CD83, HLA-G, MICA, M1CB, HVEM, рецептор лімфотоксина-бета, 3/TR6, ILT3, ILT4, 
агоніст або антитіло, що зв'язується з лігандом Toll-рецептора, і ліганд, що специфічно 
зв'язується з B7-H3. Костимуляторний ліганд охоплює також серед іншого антитіло, що 
специфічно зв'язується з костимуляторною молекулою, яка присутня на Т-клітині, такою як, але, 40 

не обмежуючись ними, CD27, CD28, 4-IBB, OX40, CD30, CD40, PD-1, ICOS, антиген-1, зв'язаний 
з функцією лімфоцитів (LFA-1), CD2, CD7, LTGHT, NKG2C, У7-Н3, ліганд, що специфічно 
зв'язується з CD83. 

«Костимуляторна молекула» стосується розпізнаваного партнера зв'язування на Т-клітині, 
що специфічно зв'язується з костимуляторним лігандом, таким чином, будучи посередником 45 

костимуляторної відповіді клітини, такої як, але без обмеження, проліферація. Костимуляторні 
молекули включають, але не обмежуються ними, молекулу класу I МНС, BTLA і ліганд Toll-
рецептора. 

«Костимуляторний сигнал» при використанні в даному описі стосується сигналу, що у 
комбінації з первинним сигналом, таким як зв'язування TCR/CD3, приводить до проліферації Т-50 

клітин і/або позитивної регуляції або негативної регуляції ключових молекул. 
«Біспецифічне антитіло» стосується антитіла, що має сайти зв'язування для двох різних 

антигенів у межах однієї молекули антитіла. Фахівцям у даній галузі техніки буде зрозуміло, що 
інші молекули на додаток до структури канонічного антитіла можуть бути сконструйовані з 
двома типами специфічності зв'язування. Додатково варто розуміти, що зв'язування антигену за 55 

допомогою біспецифічних антитіл може бути одночасним або послідовним. Біспецифічні 
антитіла можуть бути отримані за допомогою хімічних методів (див., наприклад, Kranz et al. 
(1981) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78, 5807), за допомогою методів «полідому» (див. патент США 
4474893) або за допомогою методів рекомбінантної ДНК, усі вони самі по собі відомі. Як 
необмежувальний приклад, кожен зв’язувальний домен включає щонайменше одну варіабельну 60 
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область від важкого ланцюга антитіла («область VH або H»), де область VH першого 
зв’язувального домену специфічно зв'язується з маркером лімфоцитів, таким як CD3, і область 
VH другого зв’язувального домену специфічно зв'язується з антигеном пухлини. 

Термін «позаклітинний лігандзв’язувальний домен», використовуваний у даному описі, 
визначається як оліго- або поліпептид, який здатний зв'язуватися з лігандом. Переважно домен 5 

повинен мати здатність до взаємодії з молекулою клітинної поверхні. Наприклад, позаклітинний 
лігандзв’язувальний домен може бути вибраний для розпізнавання ліганду, що служить як 
маркер клітинної поверхні на клітинах-мішенях, зв'язаних з конкретним патологічним станом. 
Таким чином, приклади маркерів клітинної поверхні, що можуть діяти як ліганди, включають 
маркери, що зв'язані з вірусними, бактеріальними і паразитарними інфекціями, аутоімунним 10 

захворюванням і раковими клітинами. 
Термін «індивідуум» або «пацієнт», використовуваний у даному описі, включає всіх членів 

тваринного світу, включаючи нелюдиноподібних приматів і людину. 
У представленому вище описі винаходу пропонується спосіб і методика його здійснення і 

застосування, так що будь-який фахівець у даній галузі техніки має можливість його здійснити і 15 

використовувати, причому це здійснення пропонується зокрема у вигляді пунктів прикладеної 
формули винаходу, яка становить частину оригінального опису. 

У тому випадку, коли в даному описі встановлюється кількісне обмеження або діапазон, 
кінцеві точки включаються. Крім того, усі значення і піддіапазони в межах кількісного обмеження 
або діапазону спеціально включаються, якщо це описано однозначно. 20 

Приведений вище опис представлений, щоб дати можливість фахівцю в даній галузі техніки 
здійснити і використовувати винахід, і пропонується в контексті конкретного застосування і його 
вимог. Різні модифікації переважних варіантів здійснення будуть легко очевидні фахівцям у 
даній галузі техніки, і загальні принципи, визначені в даному описі, можуть бути застосовані до 
інших варіантів здійснення і застосування без відступу від суті й обсягу даного винаходу. Таким 25 

чином, даний винахід не призначений для обмеження представленими варіантами здійснення, 
але повинен відповідати найширшому обсягу, сумісному з принципами й ознаками, розкритими 
в даному описі. 

Після загального опису даного винаходу додаткове розуміння може бути досягнуте з 
посиланням на визначені конкретні приклади, які приведені в даному описі з метою ілюстрації і 30 

не призначені для обмеження, якщо не вказане інше. 
Приклади 
Приклад 1: TALE-нуклеази, що розщеплюють ген GR людини 
Сконструйовано й отримано 6 гетеродимерних TALE-нуклеаз, спрямованих на екзони гена 

GR людини. У таблиці 1 нижче показані послідовності-мішені, що розщеплюються кожною 35 

TALE-нуклеазою. TALE-нуклеаза GR складається з двох незалежних частин (так званих 
половин TALE-нуклеази), причому кожна містить послідовність повторів, сконструйовану для 
зв'язування і розщеплення послідовностей-мішеней GR, що складаються з двох послідовностей 
17 п.о. у довжину (так званих половин мішеней), розділених спейсером з 15 п.о. 

 40 

Таблиця 1 
 

Опис TALE-нуклеаз GR і послідовностей сайтів-мішеней TALE-нуклеаз в гені GR людини 
 

Назва мішені Послідовність мішені Послідовність повтору 
Послідовність половини 

TALE-нуклеази 

GRex2 

TATTCACTGATGGACTC 
caaagaatcattaac 
TCCTGGTAGAGAAGAAA 
(SEQ ID NO:1) 

Повтор GRex2-LPT9-L1 
(SEQ ID NO:7) 

GRex2-L TALEN 
(SEQ ID NO:19) 

Повтор -GRex2-LPT9-R1 
(SEQ ID NO:8) 

GRex2-R TALEN 
(SEQ ID NO:20) 

GRex3T2 

TGCCTGGTGTGCTCTGA 
tgaagcttcaggatg 
TCATTATGGAGTCTTAA 
(SEQ ID NO:2) 

Повтор -GRex3T2-L1 
(SEQ ID NO:9) 

GRex3T2-L TALEN 
(SEQ ID NO:21) 

Повтор -GRex3T2-R1 
(SEQ ID NO:10) 

GRex3T2-R TALEN 
(SEQ ID NO:22) 

GRex3T4 

TGCTCTGATGAAGCTTC 
aggatgtcattatgg 
AGTCTTAACTTGTGGAA 
(SEQ ID NO:3) 

Повтор -GRex3T4-L1 
(SEQ ID NO:11) 

GRex3T4-L TALEN 
(SEQ ID NO:23) 

Повтор -GRex3T4-R1 
(SEQ ID NO:12) 

GRex3T4-R TALEN 
(SEQ ID NO:24) 
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Назва мішені Послідовність мішені Послідовність повтору 
Послідовність половини 

TALE-нуклеази 

GRex5T1 

TGGTGTCACTGTTGGAG 
gttattgaacctgaa 
GTGTTATATGCAGGATA 
(SEQ ID NO:4) 

Повтор -GRex5Tl-LPT8-L1 
(SEQ ID NO:13) 

GRex5Tl-L TALEN 
(SEQ ID NO:25) 

Повтор -GRex5Tl-LPT8-R1 
(SEQ ID NO:14) 

GRex5Tl-R TALEN 
(SEQ ID NO:26) 

GRex5T2 

TATGATAGCTCTGTTCC 
agactcaacttggag 
GATCATGACTACGCTCA 
(SEQ ID NO:5) 

Повтор -GRex5T2-L1 
(SEQ ID NO:15) 

GRex5T2-L TALEN 
(SEQ ID NO:27) 

Повтор -GRex5T2-R1 
(SEQ ID NO:16) 

GRex5T2-R TALEN 
(SEQ ID NO:28) 

GRex5T3 

TTATATGCAGGATATGA 
tagctctgttccaga 
CTCAACTTGGAGGATCA 
(SEQ ID NO:6) 

Повтор -GRex5T3-L1 
(SEQ ID NO:17) 

GRex5T3-L TALEN 
(SEQ ID NO:29) 

Повтор -GRex5T3-R1 
(SEQ ID NO:18) 

GRex5T3-R TALEN 
(SEQ ID NO:30) 

 
Амінокислотні послідовності N-кінцевого, С-кінцевого доменів і повтору основані на AvrBs3 

TALE (Ref: GenBank: X16130.1). С-кінцевий і N-кінцевий домени розділені двома сайтами 
рестрикції BsmBI. Масив повторів (SEQ ID NO:7-18), спрямованих на бажані послідовності (SEQ 
ID NO:1-6), синтезували з використанням методу твердої підкладки, що складається з 5 

послідовних стадій рестрикції/лігування/промивання (міжнародна заявка РСТ WO2013/017950). 
Коротко, перший блок (кодуючий диповтор) іммобілізували на твердому носії за допомогою 
взаємодії біотин/стрептавідин, другий блок (три-повтор) потім лігували з першим, і після 
гідролізу SfaNI третього блока (три-повтору) з'єднували. Процес повторювали з використанням 
блоків три- або диповторів до одержання бажаного масиву повторів. Потім продукт клонували в 10 

класичній клонуючій плазміді pAPG10 для ампліфікації в E. coli і секвенували. Отриманий у 
такий спосіб масив повторюваних послідовностей субклонували в експресійному векторі TALE 
дріжджів, використовуючи ферменти рестрикції типу IIS BsmBI для приймаючої плазміди і BbvI і 
SfaNI для послідовності повторів, що вставляється. ДНК, що кодує половину TALE-нуклеази, що 
містить зв'язувальний ДНК домен, який походить від TALE, з'єднаний з каталітичним доменом 15 

ферменту рестрикції FokI, ампліфікували в E. coli, одержували за допомогою стандартних 
мініпрепаративних методів і секвенували для оцінки інтегрованості вставки. 

Активність TALE-нуклеаз GR у дріжджах 
Нуклеазну активність шести GR-TALE-нуклеаз тестували при 37ºC за допомогою 

розробленого авторами аналізу SSA у дріжджах, описаного раніше (міжнародні публікації РСТ 20 

WO 2004/067736 і (Epinat, Arnould et al. 2003; Chames, Epinat et al. 2005; Arnould, Chames et al. 
2006; Smith, Grizot et al. 2006), на мішенях, що містять дві послідовності-мішені TALE, 
розташовані одна напроти одної на ланцюгу ДНК, розділені спейсером з 15 п.о. з одержанням 
SEQ ID NO:1-6. Усі репортерні плазміди для дріжджів-мішеней, що містять послідовності ДНК-
мішені TALE-нуклеази, сконструйовані, як описано раніше (міжнародні публікації РСТ WO 25 

2004/067736 і (Epinat, Arnould et al. 2003; Chames, Epinat et al. 2005; Arnould, Chames et al. 2006; 
Smith, Grizot et al. 2006). Рівні розщеплювальної активності TALE-нуклеази в дріжджах для 
індивідуальних клонів відносно мішеней представлені в таблиці 2. 

 
Таблиця 2 

 
Розщеплювальна активність TALE-нуклеаз GR в дріжджах 

 

Мішень 
Трансфікована половина TALE-

нуклеази 
Gal дріжджів 37С Gal дріжджів 30С 

GRex2 
GRex2-L TALEN 

1 1 
GRex20-R TALEN 

GRex3T2 
GRex3T2-L TALEN 

0,92 0,87 
GRex3T2-R TALEN 

GRex3T4 
GRex3T4-L TALEN 

0,94 0,87 
GRex3T4-R TALEN 

GRex5T1 
GRex5T1-L TALEN 

0,48 0,36 
GRex5T1-R TALEN 

GRex5T2 
GRex5T2-L TALEN 

0,97 0,91 
GRex5T2-R TALEN 

 30 
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Мішень 
Трансфікована половина TALE-

нуклеази 
Gal дріжджів 37С Gal дріжджів 30С 

GRex5T3 
GRex5T3-L TALEN 

1 0,98 
GRex5T3-R TALEN 

 
Включено значення від 0 до 1. Максимальне значення дорівнює 1. 
Активність TALE-нуклеаз GR у НЕК293 
Кожен конструкт TALE-нуклеази субклонували з використанням гідролізу ферментами 

рестрикції в експресійному векторі ссавців під контролем довгого промотору pEFl-альфа. 5 

Один мільйон клітин НЕК293 висівали за день до трансфекції. Клітини котрансфікували 2,5 
мкг кожної з двох плазмід, що кодують ліву і праву половину TALE-нуклеази GRex2, GRex3T2, 
GRex3T4, GRex5T1, GRex5T2 або GRex5T3, які розпізнають дві половини геномних 
послідовностей-мішеней, що представляють інтерес, у гені GR під контролем промотору EF1-
альфа, використовуючи 25 мкл ліпофектаміну (Invitrogen), відповідно до інструкцій виробника. 10 

Як контроль клітини котрансфікували 2,5 мкг кожної з двох плазмід, що кодують ліву і праву 
половину TALE-нуклеаз, спрямованих на сайт-мішень (TRAC_T01) константної області альфа-
ланцюга рецептора Т-клітин (TRAC_T01-L і -R TALE-нуклеази (SEQ ID NO:41 і SEQ ID NO:42, 
сайт-мішень TRAC_T01 (SEQ ID NO:37)) під контролем промотору EF1-альфа. Розрив двох 
ланцюгів, який викликається TALE-нуклеазами в кодуючій послідовності GR, індукує 15 

негомологічне приєднання кінця (NHEJ), що являє собою механізм, який припускає помилки. 
Активність TALE-нуклеаз вимірювали по частоті вставок або делецій у геномному локусі-мішені. 

Через 2 або 7 днів після трансфекції клітини збирали і проводили специфічні для локусу 
ПЛР на геномній ДНК, виділеній з використанням наступних праймерів: 5'-
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-3' (пряма адаптерна послідовність) - 10N (TAG)-20 

локус специфічної прямої послідовності екзона 2 GR: 5'-GGTTCATTTAACAAGCTGCC-3' (SEQ ID 
NO:31), екзона 3 GR: 5'-GCATTCTGACTATGAAGTGA-3' (SEQ ID NO:32) і екзона 5 GR: 5'-
TCAGCAGGCCACTACAGGAGTCTCACAAG-3' (SEQ ID NO:33), і зворотний праймер 5'-
CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG-3' (зворотна адаптерна послідовність) - локус 
специфічної зворотної послідовності екзона 2 GR: 5'-AGCCAGTGAGGGTGAAGACG-3' (SEQ ID 25 

NO:34), екзона 3 GR: 5'-GGGCTTTGCATATAATGGAA-3'(SEQ ID NO:35) і екзона 5 GR: 5'-
CTGACTCTCCCCTTCATAGTCCCCAGAAC-3' (SEQ ID NO:36). 

Продукти ПЛР секвенували за допомогою системи 454 секвенування (454 Life Sciences). 
Одержували приблизно 10000 послідовностей на продукт PCR і потім аналізували на 
присутність сайт-специфічних подій вставок або делецій. У таблиці 3 показаний відсоток 30 

послідовностей, що демонструють вставки або делеції в сайті-мішені TALE-нуклеази серед 
загального числа послідовностей у зразку. У таблиці 3 приведені результати репрезентативного 
експерименту для GRex2, GRex3T2 і GRex3T4. 

В усіх протестованих випадках % мутагенезу був подібний на 7-й день у порівнянні з одним 
зі зразків на 2 день після трансфекції. Аналізували також природу подій мутагенезу з 35 

виявленням у всіх випадках переваги делецій у порівнянні з вставками. 
 

Таблиця 3 
 

Процент направленого мутагенезу в ендогенних сайтах-мішенях TALE-нуклеази в клітинах 
HEK293 

 

Мішень 
% вставок/делецій на 2 
день при трансфекції 

TALE-нуклеази GR 

% вставок/делецій на 7 
день при трансфекції 
TALE-нуклеази GR 

% вставок/делецій на 2 
день при контрольній 

трансфекції TALE-
нуклеази TRAC_T01 

GRex2 20,3 24,9 0,5 

GRex3T2 9,3 9,8 0 

GRex3T4 19 18,3 0,0 

GRex5T1 11,2 на 0,7 

GRex5T2 3,4 на 0 

GRex5T3 8,3 на 0 

 
на - не аналізували 
 
Активність TALE-нуклеаз GR у первинних Т-лімфоцитах 
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Кожен конструкт TALE-нуклеази субклонували з використанням гідролізу ферментами 
рестрикції в експресійний вектор під контролем промотору Т7. 

мРНК, яка кодує TALE-нуклеази, що розщеплюють геномні послідовності GR, синтезували з 
кожної плазміди, що несе кодуючі послідовності нижче промотору Т7. Т-лімфоцити, виділені з 
периферичної крові, активували протягом 5 днів з використанням активаторних кульок проти 5 

CD3/CD28 (Life Technologies), і 5 мільйонів клітин трансфікували шляхом електропорації 10 мкг 
кожної з 2 мРНК, що кодують обидві половини TALE-нуклеаз, з використанням приладу 
CytoLVT-P (прилад BTX-Harvard). Як контроль використовували Т-клітини, трансфіковані 10 мкг 
кожної з 2 мРНК, що кодують обидві половини TALE-нуклеаз, спрямованих на ген CD52 
(CD52_T02-L і -R TALEN (SEQ ID NO:55 і 56), послідовність-мішень CD52_T02 SEQ ID NO:40). 10 

Через 3 і 7 днів після трансфекції геномну ДНК виділяли з трансфікованих клітин і 
проводили ПЛР для специфічних локусів з використанням праймерів, описаних вище. Продукти 
ПЛР секвенували за допомогою системи секвенувания 454 (454 Life Sciences). Одержували 
приблизно 10000 послідовностей на продукт ПЛР і потім аналізували на наявність подій сайт-
специфічної вставки або делеції; результати наведені в таблиці 4. 15 

 
Таблиця 4 

 
Процент направленого мутагенезу в ендогенних сайтах-мішенях TALE-нуклеази в первинних Т-

лімфоцитах 
 

Мішень 
% вставок/делецій на 3 
день при трансфекції 

TALE-нуклеази GR 

% вставок/делецій на 7 
день при трансфекції 
TALE-нуклеази GR 

% вставок/делецій на 3 
день при контрольній 

трансфекції TALE-
нуклеази CD52 

GRex2 26,2 30,7 0,7 

GRex3T2 1,09 0,86 0,02 

GRex3T4 6,3 6,93 0 

GRex5T1 0,04 0,035 0,05 

GRex5T2 1,3 1,0 0,22 

GRex5T3 17,4 на 0,41 

 
Приклад 2: TALE-нуклеази, що розщеплюють ген CD52 людини, константний ланцюг Т-

клітинного рецептор-альфа людини (TRAC) і константні ланцюги 1 і 2 Т-клітинного рецептор-
бета людини (TRBC) 20 

Як описано в прикладі 1, розроблені й отримані гетеродимерні TALE-нуклеази, спрямовані, 
відповідно, на гени CD52, TRAC і TRBC. Геномні послідовності-мішені складаються з двох 
послідовностей з 17 п.о. у довжину (які називаються половинами мішеней), розділених 
спейсером з 11 або 15 п.о. Кожна половина мішені розпізнається за допомогою повторів 
половин TALE-нуклеаз, перерахованих у таблиці 5. Геном людини містить два бета-ланцюги 25 

функціонального T-клітинного рецептора (TRBC1 і TRBC2). У ході розробки альфа/бета Т-
лімфоцитів у кожній клітині вибирають один з цих двох константних ланцюгів для здійснення 
сплайсингу з варіабельною областю TCR-бета й утворення функціонального повнорозмірного 
бета-ланцюга. У консервативних послідовностях вибрані 2 мішені TRBC між TRBC1 і TRBC2, так 
що відповідна TALE-нуклеаза зможе розщеплювати як TRBC1, так і TRBC2 у той же самий час. 30 

 
Таблиця 5 

 
Опис TALE-нуклеаз CD52, TRAC і TRBC і послідовностей сайтів-мішеней TALE-нуклеаз у 

відповідних генах людини 

Мішень Послідовність мішені Послідовність повтору 
Половина TALE-

нуклеази 

TRAC_T01 

TTGTCCCACAGATATCC 
Agaaccctgaccctg 
CCGTGTACCAGCTGAGA 
(SEQ ID NO:37) 

Повтор 
TRAC_T01-L 
(SEQ ID NO:41) 

TRAC-T01-L TALEN 
(SEQ ID NO:49) 

Повтор 
TRAC_T01-R 
(SEQ ID NO:42) 

TRAC-T01-R TALEN 
(SEQ ID NO:50) 
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Мішень Послідовність мішені Послідовність повтору 
Половина TALE-

нуклеази 

TRBC_T01 

TGTGTTTGAGCCATCAG 
aagcagagatctccc 
ACACCCAAAAGGCCACA 
(SEQ ID NO:38) 

Повтор 
TRBC_T01-L 
(SEQ ID NO:43) 

TRBC-T01-L TALEN 
(SEQ ID NO:51) 

Повтор 
TRBC_T01-R 
(SEQ ID NO:44) 

TRBC-T01-R TALEN 
(SEQ ID NO:52) 

TRBC_T02 

TTCCCACCCGAGGTCGC 
Tgtgtttgagccatca 
GAAGCAGAGATCTCCCA 
(SEQ ID NO:39) 

Повтор 
TRBC_T02-L 
(SEQ ID NO:45) 

TRBC-T02-L TALEN 
(SEQ ID NO:53) 

Повтор 
TRBC-T02-R 
(SEQ ID NO:46) 

TRBC-T02-R TALEN 
(SEQ ID NO:54) 

CD52T02 

TTCCTCCTACTCACCAT 
Cagcctcctggttat 
GGTACAGGTAAGAGCAA 
(SEQ ID NO:40) 

Повтор 
CD52-T02-L 
(SEQ ID NO:47) 

CD52-T02-L TALEN 
(SEQ ID NO:55) 

Повтор 
CD52-T02-R 
(SEQ ID NO:48) 

CD52-T02-R TALEN 
(SEQ ID NO:56) 

 
Створені інші послідовності-мішені в генах TRAC і CD52, які відбиті в таблиці 6. 
 

Таблиця 6 
 

Додаткові послідовності-мішені для TALE-нуклеаз TRAC і CD52 
 

Мішень Послідовність-мішень 

TRAC_T02 

TTTAGAAAGTTCCTGTG 
atgtcaagctggtcg 
AGAAAAGCTTTGAAACA 
(SEQ ID NO:57) 

TRAC_T03 

TCCAGTGACAAGTCTGT 
Ctgcctattcaccga 
TTTTGATTCTCAAACAA 
(SEQ ID NO:58) 

TRAC_T04 

TATATCACAGACAAAAC 
Tgtgctagacatgag 
GTCTATGGACTTCAAGA 
(SEQ ID NO:59) 

TRAC_T05 

TGAGGTCTATGGACTTC 
Aagagcaacagtgct 
GTGGCCTGGAGCAACAA 
(SEQ ID NO:60) 

CD52_T01 

TTCCTCTTCCTCCTAC 
Caccatcagcctcct 
TTACCTGTACCATAAC 
(SEQ ID NO:61) 

CD52T04 

TTCCTCCTACTCACCA 
Cagcctcctgg 
TCTTACCTGTACCATA 
(SEQ ID NO:62) 

CD52T05 

TCCTACTCACCATCAG 
Ctcctggttat 
TTGCTCTTACCTGTAC 
(SEQ ID NO:63) 

CD52_T06 

TTATCCCACTTCTCCT 
Ctacagatacaaact 
TTTTGTCCTGAGAGTC 
(SEQ ID NO:64) 
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Мішень Послідовність-мішень 

CD52_T07 

TGGACTCTCAGGACAA 
acgacaccagccaaa 
TGCTGAGGGGCTGCTG 
(SEQ ID NO:65) 

 
Активність CD52-TALE-нуклеази, TRAC-TALE-нуклеази і TRBC-TALE-нуклеази в клітинах 

НЕК293 
Кожен конструкт TALE-нуклеази субклонували з використанням гідролізу ферментами 5 

рестрикції в експресійний вектор ссавців під контролем довгого промотору pEFl-альфа. Один 
мільйон клітин НЕК293 висівали за один день до трансфекції. Клітини котрансфікували 2,5 мкг 
кожної з двох плазмід, що кодують TALE-нуклеази, які розпізнають дві половини мішеней у 
геномній послідовності, що представляє інтерес, у гені CD52, константній області альфа-
ланцюга Т-клітинного рецептора (TRAC) або константній області бета-ланцюга Т-клітинного 10 

рецептора (TRBC), під контролем промотору EF1-альфа, або 5 мкг контрольного вектора pUC 
(pCLS0003) з використанням 25 мкл ліпофектаміну (Invitrogen) відповідно до інструкцій 
виробника. Дволанцюговий розрив, який викликається TALE-нуклеазами в кодуючих 
послідовностях CD52 або TRAC, репарується в живих клітинах негомологічним з'єднанням 
кінців (NHEJ), що є механізмом створення помилок. Активність TALE-нуклеаз у живих клітинах 15 

вимірюють по частоті вставок або делецій у геномному локусі-мішені. Через 48 годин після 
трансфекції з трансфікованих клітин виділяли геномну ДНК, і проводили специфічні для локусу 
ПЛР із використанням наступних праймерів: 5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG 
(пряма адапторна послідовність) - 10N (TAG)-локус специфічної прямої послідовності для 
CD52:5'-CAGATCTGCAGAAAGGAAGC-3' (SEQ ID NO:66), для TRAC: 5'-20 

АТСАСTGGСАTСTGGАСTССА-3' (SEQ ID NO:67), для TRBC1:5'-
AGAGCCCCTACCAGAACCAGAC-3 '(SEQ ID NO:68) або для TRBC2:5'-
GGACCTAGTAACATAATTGTGC-3 '(SEQ ID NO:69), і зворотний праймер 5'-
CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG (зворотна адаптерна послідовність) - ендогенний 
локус специфічної зворотної послідовності для CD52:5'-CCTGTTGGAGTCCATCTGCTG-3' (SEQ 25 

ID NO:70), для TRAC: 5'-CCTCATGTCTAGCACAGTTT-3' (SEQ ID NO:71), для TRBC1 і TRBC2:5'-
ACCAGCTCAGCTCCACGTGGT-3'(SEQ ID NO:72). ПЛР-продукти секвенували за допомогою 
системи секвенувания 454 (454 Life Sciences). Одержували приблизно 10000 послідовностей на 
продукт ПЛР і потім аналізували на наявність подій сайт-специфічної вставки або делеції; 
результати наведені в таблиці 7. 30 

 
Таблиця 7 

 
Проценти вставок/делецій для TALE-нуклеази, направленої на мішені CD52_T02, TRAC_T01, 

TRBC_T01 і TRBC_T02 
 

Мішень 
% вставок/делецій при 

трансфекції TALE-
нуклеази  

% вставок/делецій при 
трансфекції контрольної 

pUC 

CD52_T02 28,0 0,9 

TRAC_T01 41,9 0,3 

TRBC_T01 в константному ланцюгу 1 3,81 0 

TRBC_T01 в константному ланцюгу 2 2,59 0 

TRBC_T02 в константному ланцюгу 1 14,7 0 

TRBC_T02 в константному ланцюгу 2 5,99 0 

 
Активність CD52-TALE-нуклеази, TRBC-TALE-нуклеази і TRAC-TALE-нуклеази в первинних 

Т-лімфоцитах 
Кожен конструкт TALE-нуклеази субклонували з використанням гідролізу ферментами 35 

рестрикції в експресійний вектор під контролем промотору Т7. 
мРНК, що кодує TALE-нуклеазу, яка розщеплює геномні послідовності CD52, TRAC і TRBC, 

синтезували з плазміди, яка несе кодуючі послідовності нижче промотору Т7. Т-лімфоцити, 
виділені з периферичної крові, активували протягом 5 днів з використанням активаторних 
кульок проти CD3/CD28 (Life Technologies), і 5 мільйонів клітин трансфікували шляхом 40 

електропорації 10 мкг кожної з 2 мРНК, що кодують обидві половини TALE-нуклеази (або що 
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некодують РНК як контролі), з використанням приладу CytoLVT-P. Як наслідок вставок і делецій, 
індукованих NHEJ, кодуюча послідовність CD52 і/або TRAC буде знаходитися поза рамкою у 
фракції клітин, що в результаті веде до нефункціонуючих генів. Через 5 днів після 
електропорації клітини мітили антитілом проти CD52 або проти TCR, кон'югованим із 
флуорохромом, для визначення присутності CD52 або TCR на їхній клітинній поверхні за 5 

допомогою протокової цитометрії. Оскільки всі Т-лімфоцити, що здійснили експансію з 
периферичної крові, звичайно експресують CD52 і TCR, частка CD52-негативних або TCR-
негативних клітин є прямим показником активності TALE-нуклеази. У таблиці 8 приведені 
результати ілюстративного експерименту. У таблиці 9 показані результати ілюстративного 
експерименту по тестуванню ефективності TALE-нуклеаз TRBC. 10 

 
Таблиця 8 

 
Процентний вміст CD52-негативних, TCR-негативних і CD52/TCR-подвійних негативних Т-
лімфоцитів після трансфекції відповідних полінуклеотидів, які експресують TALE-нуклеази 

 

Трансфіковані ARN 
% CD52-

негативних клітин 
% TCR-

негативних клітин 

% CD52/TCR-
подвійних негативних 

клітин 

Некодуюча РНК 1,21 1,531 0,111 

TALEN CD52_T02 49,2 1,6 0,78 

TALEN TRAC_T01 2,16 44,8 0,97 

TALEN CD52_T02+TALEN TRAC_T01 29,3 39,6 15,5 

 
Таблиця 9 

 
Процентний вміст TCR-негативних Т-лімфоцитів після трансфекції полінуклеотидів, які 

експресують TALE-нуклеази TRBC 
 

Трансфіковані ARN % TCR-негативних клітин 

Немає РНК 1,22 

TALEN TRAC_T01 6,52 

TALEN CD52_T02 23,5 

 
Функціональний аналіз Т-клітин зі спрямованою інактивацією гена CD52 
Ціль інактивації гена CD52 полягає в додаванні Т-лімфоцитам стійкості до імуносупресії, 15 

опосередкованої антитілом проти CD52. Як описано в попередньому абзаці, Т-лімфоцити 
трансфікували мРНК, що кодує TALE-нуклеазу, що розщеплює CD52. Через 7 днів після 
трансфекції клітини обробляли 50 мкг/мл моноклональним антитілом проти CD52 (або IgG щура 
як контроль) з або без 30 % кролячого комплементу (Cedarlane). Після 2 годин інкубації при 

37С клітини мітили антитілом проти CD52, кон'югованим із флуорохромом, разом із 20 

флуоресцентним барвником на життєздатність (eBioscience) і аналізували за допомогою 
протокової цитометрії для вимірювання частоти зустрічальності CD52-позитивних і CD52-
негативних клітин серед живих клітин. На фіг. 6 показаний результат ілюстративного 
експерименту, який демонструє, що CD52-негативні клітини повністю стійкі до опосередкованої 
комплементом токсичності антитіла проти CD52. 25 

Функціональний аналіз Т-клітин зі спрямованою інактивацією гена TRAC 
Ціль інактивації гена TRAC полягає в додаванні Т-лімфоцитам відсутності реакції на 

стимуляцію Т-клітинних рецепторів. Як описано в попередньому абзаці, Т-лімфоцити були 
трансфіковані мРНК, що кодує TALE-нуклеазу, що розщеплює TRAC або CD52. Через 16 днів 
після трансфекції клітини обробляли до 5 мкг/мл фітогемаглютиніном (PHA, Sigma-Aldrich), Т-30 

клітинним мітогеном, що діє через Т-клітинний рецептор. Клітини з функціонуючим T-клітинним 
рецептором повинні збільшуватися в розмірах після обробки PHA. Після трьох днів інкубації 
клітини мітили антитілом проти CD52 або проти TCR, кон'югованим із флуорохромом, і 
аналізували за допомогою протокової цитометрії для порівняння розподілу розмірів клітин між 
TCR-позитивними і TCR-негативними клітинами, або між CD52-позитивними і CD52-35 

негативними клітинами. На фіг. 7 показано, що TCR-позитивні клітини значно збільшені в 
розмірах після обробки PHA, тоді як TCR-негативні клітини мають той же розмір, що і 
необроблені клітини, указуючи на те, що інактивація TRAC викликає в них відсутність реакції на 
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сигналізацію TCR. На відміну від цього CD52-позитивні і CD52-негативні клітини збільшуються в 
розмірах в однаковому ступені. 

Функціональний аналіз Т-клітин зі спрямованою інактивацією генів CD52 і TRAC 
Для підтвердження того, що конструювання генома не впливає на здатність Т-клітин 

виявляти протипухлинну активність при їхньому наданні з химерним рецептором антигену 5 

(CAR), автори трансфікували Т-клітини, у яких направлено діяли CD52-TALE-нуклеаза і TRAC-
TALE-нуклеаза, 10 мкг РНК, що кодує CAR проти CD19 (SEQ ID NO:73). Через 24 години Т-
клітини інкубували протягом 4 годин із клітинами Daudi, які експресують CD19. Позитивну 
регуляцію CD107а клітинної поверхні, маркера вивільнення цитотоксичних гранул Т-
лімфоцитами (що називається дегрануляцією), вимірювали аналізом за допомогою протокової 10 

цитометрії (Betts, Brenchley et al., 2003). Результати включені у фіг. 8 і показують, що CD52-
негативні/TCRαβ-негативні клітини і CD52-позитивні/TCRαβ-позитивні клітини мають однакову 
здатність до дегрануляції у відповідь на PMA/іономіцин (позитивний контроль) або CD-19+ 
клітини Daudi. Позитивна регуляція CD-107 залежить від присутності CD19+. Ці дані свідчать 
про те, що конструювання генома не чинить негативного впливу на здатність Т-клітин 15 

підтримувати контрольовану протипухлинниу відповідь.  
Геномна безпека CD52-TALE-нуклеази і TRAC-TALE-нуклеази в первинних Т-лімфоцитах 
Оскільки конструкти авторів включають субодиниці нуклеаз, важливим питанням є питання 

про те, чи може множинна трансфекція TALE-нуклеаз вести до генотоксичності і розщеплення 
поза мішенню "близькоспоріднених" послідовностей-мішеней або до неправильного 20 

спарювання половин TALE-нуклеаз. Для оцінки впливу TALE-нуклеази і CD52-TALE-нуклеази на 
цілісність клітинних геномів, автори склали перелік послідовностей у геномі людини, у яких 
потенційно можливе розщеплення поза мішенню. Щоб створити цей список, автори визначили 
всі послідовності в геномі зі замінами до 4 у порівнянні з вихідними половинами мішеней і потім 
ідентифікували пари потенційних половин мішеней при орієнтації голова до голови зі спейсером 25 

довжиною 9-30 п.о. одна від одної. Цей аналіз уключав сайти, на які потенційно спрямовані 
гомодимери молекул однієї половини TALE-нуклеази або гетеродимери, утворені однією 
половиною CD52-TALE-нуклеази й однією половиною TRAC-TALE-нуклеази. Автори 
підрахували бали для потенційних сторонніх мішеней на основі даних про специфічність з 
урахуванням вартості індивідуальних замін і положення замін (де помилкове спарювання краще 30 

переноситься для основ на 3'-кінці половин мішеней). Автори одержали 173 унікальні 
послідовності з балами, що відбивають оцінку імовірності розщеплення. Автори вибрали 15 
переважних балів і проаналізували за допомогою глибокого секвенувания частоту мутацій, що 
виявляються в цих локусах у Т-клітинах, одночасно трансфікованих CD52- і TRAC-TALE-
нуклеазами й очищених за допомогою магнітного розділення на CD52-негативні і TCRαβ-35 

негативні. Результати представлені на фіг. 9. Найвища частота вставки/делеції становить 710
-

4
. Ці результати показують, що ймовірні сторонні мішені піддаються мутаціям з імовірністю 

щонайменше в 600 разів меншою, ніж призначені мішені. Отже, реагенти, використовувані в 
даному дослідженні для TALE-нуклеаз, є гранично специфічними. 

Приклад 3: TALE-нуклеази, що розщеплюють ген CTLA4 людини і ген PDCD1 людини 40 

Як описано в прикладі 1, створені й отримані гетеродимерні TALE-нуклеази, спрямовані 
відповідно на гени PDCD1 і CTLA4. Геномні послідовності-мішені складаються з двох 
послідовностей з 17 п.о. у довжину (які називаються половинами мішеней), розділених 
спейсером з 11 або 15 п.о. Кожна половина мішені розпізнається повторами половин TALE-
нуклеаз, перерахованих у таблиці 10. 45 
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Таблиця 10 

 
Опис TALE-нуклеаз CTLA4 і PDCD1 і послідовностей сайтів-мішеней TALE-нуклеаз відповідних 

генів людини 
 

Мішень Послідовність мішені Послідовність повтору 
Половина TALE-

нуклеази 

CTLA4_T01 

TGGCCCTGCACTCTCCT 
Gttttttcttctctt 
CATCCCTGTCTTCTGCA 
(SEQ ID NO:74) 

Повтор 
CTLA4_T01-L 
(SEQ ID NO:79) 

CTLA4_T01-L TALEN 
(SEQ ID NO:89) 

Повтор 
CTLA4_T01-R 
(SEQ ID NO:80) 

CTLA4_T01-R TALEN 
(SEQ ID NO:90) 

CTLA4T_03 

TTTTCCATGCTAGCAAT 
Gcacgtggcccagcc 
TGCTGTGGTACTGGCCA 
(SEQ ID NO:75) 

Повтор 
CTLA4_T03-L 
(SEQ ID NO:81) 

CTLA4_T03-L TALEN 
(SEQ ID NO:91) 

Повтор 
CTLA4_T03-R 
(SEQ ID NO:82) 

CTLA4_T03-R TALEN 
(SEQ ID NO:92) 

CTLA4_T04 

TCCATGCTAGCAATGCA 
cgtggcccagcctgc 
TGTGGTACTGGCCAGCA 
(SEQ ID NO:76) 

Повтор 
CTLA4_T04-L 
(SEQ ID NO:84) 

CTLA4_T04-L TALEN 
(SEQ ID NO:93) 

Повтор 
CTLA4_T04-R 
(SEQ ID NO:85) 

CTLA4_T04-R TALEN 
(SEQ ID NO:94) 

PDCD1_T01 

TTCTCCCCAGCCCTGCT 
Cgtggtgaccgaagg 
GGACAACGCCACCTTCA 
(SEQ ID NO:77) 

Повтор 
PDCD1_T01-L 
(SEQ ID NO:86) 

PDCD1_T01-L TALEN 
(SEQ ID NO:95) 

Повтор 
PDCD1_T01-R 
(SEQ ID NO:87) 

PDCD1_T01-R TALEN 
(SEQ ID NO:96) 

PDCD1_T03 

TACCTCTGTGGGGCCAT 
Ctccctggcccccaa 
GGCGCAGATCAAAGAGA 
(SEQ ID NO:78) 

Повтор 
PDCD1_T03-L 
(SEQ ID NO:88) 

PDCD1_T03-L TALEN 
(SEQ ID NO:97) 

Повтор 
PDCD1_T03-R 
(SEQ ID NO:89) 

PDCD1_T03-R TALEN 
(SEQ ID NO:98 

 
Активність CTLA4-TALE-нуклеази і PDCD1-TALE-нуклеази в клітинах НЕК293 
Кожен конструкт TALE-нуклеази субклонують з використанням гідролізу ферментами 

рестрикції в експресійний вектор ссавців під контролем довгого промотору pEFl-альфа. Один 5 

мільйон клітин НЕК293 висівають за день до трансфекції. Клітини котрансфікують 2,5 мкг кожної 
з двох плазмід, що кодують TALE-нуклеази, які розпізнають дві половини мішеней у геномній 
послідовності, що представляє інтерес, у генах PDCD1 і CTLA-4, під контролем промотору EF1-
альфа або 5 мкг контрольного вектора pUC (pCLS0003) за допомогою 25 мкл ліпофектаміну 
(Invitrogen) відповідно до інструкцій виробника. Розрив двох ланцюгів, який створюється TALE-10 

нуклеазами в кодуючих послідовностях PDCD1 або CTLA-4, репарується в живих клітинах 
шляхом негомологічного з'єднання кінців (NHEJ), що є механізмом утворення помилок. 
Активність TALE-нуклеаз у живих клітин вимірюється по частоті вставок або делецій у 
геномному локусі-мішені. Через 48 годин після трансфекції геномну ДНК виділяли з 
трансфікованих клітин і проводили специфічні для локусу ПЛР із використанням наступних 15 

праймерів: 5'-ССАTСTСАTСССTGСGTGTСTССGАСTСА (пряма адаптерна послідовність) - 10N 
(TAG)-специфічна для локусу пряма послідовність для CTLA4_T01:5'-
CTCTACTTCCTGAAGACCTG-3' (SEQ ID NO:99), для CTLA4_T03/T04:5'-
ACAGTTGAGAGATGGAGGGG-3' (SEQ ID NO:100), для PDCD1_T01:5'-
CCACAGAGGTAGGTGCCGC-3' (SEQ ID NO:101) або для PDCD1_T03:5'-20 

GACAGAGATGCCGGTCACCA-3' (SEQ ID NO:102) і зворотний праймер 5'-
CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCTCAG (зворотна адаптерна послідовність) - специфічна 
для ендогенного локусу зворотна послідовність для CTLA4_T01:5'-
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TGGAATACAGAGCCAGCCAA-3' (SEQ ID NO:103), для CTLA4_T03/T04:5'-
GGTGCCCGTGCAGATGGAAT-3' (SEQ ID NO:104), для PDCD1_T01:5'-
GGCTCTGCAGTGGAGGCCAG-3' (SEQ ID NO:105) або для PDCD1_T03:5'-
GGACAACGCCACCTTCACCT-3' (SEQ ID NO:106). 

ПЛР-продукти аналізували шляхом тесту за допомогою Т7-ендонуклеази: коротко, після 5 

денатурації і повторного відпалу продукту ПЛР, Т7-ендонуклеаза буде специфічно гідролізувати 
неправильно спарену ДНК, що складається з ланцюга дикого типу і мутантного ланцюга. 
Продукт гідролізу потім розділяли шляхом електрофорезу в поліакриламідному гелі. 
Присутність продукту гідролізу вказує на послідовності, мутантні в результаті активності TALE-
нуклеази. Результати зображені на фіг. 10, де стрілки вказують на гідролізовані продукти ПЛР. 10 

Вони демонструють, що TALE-нуклеази PDCD1_T1, PDCD1_T3, CTLA4_T1, CTLA4_T3 і 
CTLA4_T4, усі виявляють мутагенну нуклеазну активність на своїх сайтах-мішенях. 

Приклад 4: pT-альфа індукує експресію CD3 на поверхні Т-лімфоцитів з інактивованим TCR-
альфа 

Опис різних варіантів пре-T-альфа 15 

Ген pT-альфа людини кодує трансмембранний глікопротеїд, що включає позаклітинний Ig-
подібний домен, гідрофобний трансмембранний домен і великий С-кінцевий цитоплазматичний 
хвіст. Створені різні варіанти, отримані з глікопротеїду pT-альфа людини, і вони описані в 
таблиці 11, і представлені на фіг. 11. 

 20 

Таблиця 11 
 

Опис підгруп конструктів pT-альфа 
 

Варіанти pT-альфа Опис 
SEQ ID 

NO: 

pT-альфа-FL Повнорозмірний глікопротеїд pT-альфа людини. 107 

рT-альфа-Δ18 
Укорочений глікопротеїд pT-альфа людини з відсутністю 18 
залишків з С-кінця. 

108 

рT-альфа-Δ48 
Укорочений глікопротеїд pT-альфа людини з відсутністю 48 
залишків з С-кінця. 

109 

рT-альфа-Δ62 
Укорочений глікопротеїд pT-альфа людини з відсутністю 62 
залишків з С-кінця. 

110 

рT-альфа-Δ78 
Укорочений глікопротеїд pT-альфа людини з відсутністю 78 
залишків з С-кінця. 

111 

рT-альфа-Δ92 
Укорочений глікопротеїд pT-альфа людини з відсутністю 92 
залишків з С-кінця. 

112 

рT-альфа-Δ110 
Укорочений глікопротеїд pT-альфа людини з відсутністю 110 
залишків з С-кінця 

113 

рT-альфа-Δ114 
Укорочений глікопротеїд pT-альфа людини з відсутністю 114 
залишків з С-кінця. 

114 

pT-альфа-FL-CD28 
Повнорозмірний глікопротеїд pT-альфа людини, з'єднаний на 
С-кінці з активаторним доменом CD28. 

115 

pT-альфа-FL-CD8 
Повнорозмірний глікопротеїд pT-альфа людини, з'єднаний на 
С-кінці з активаторним доменом CD8. 

116 

pT-альфа-FL-4-1BB 
Повнорозмірний глікопротеїд pT-альфа людини, з'єднаний на 
С-кінці з активаторним доменом 4-1BB. 

117 

рT-альфа-Δ48-CD28 
pT-альфа-Δ48 глікопротеїд, з'єднаний на С-кінці з 
активаторним доменом CD28 

118 

рT-альфа-Δ48-CD8 
pT-альфа-Δ48 глікопротеїд, з'єднаний на С-кінці з 
активаторним доменом CD8. 

119 

рT-альфа-Δ48-CD-4-
1BB 

pT-альфа-Δ48 глікопротеїд, з'єднаний на С-кінці з 
активаторним доменом 4-1BB. 

120 

рT-альфа-
Δ114/TCRα.IC 

pT-альфа-Δ114 глікопротеїд, з'єднаний на С-кінці с 
внутриклеточним доменом TCR-альфа. 

121 

рT-альфа-
EC/TCRα.TM.IC 

Позаклітинний домен pT-альфа, з'єднаний на С-кінці с 
трансмембранним і внутрішньоклітинним доменами TCR-
альфа. 

122 

рT-альфа-Δ48-1MUT pT-альфа-Δ48 глікопротеїд з мутантним залишком W46R. 123 
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Варіанти pT-альфа Опис 
SEQ ID 

NO: 

рT-альфа-Δ48-4MUT 
pT-альфа-Δ48 глікопротеїд з мутантними залишками D22A, 
K24A, R102A, R117A. 

124 

 
Різні протестовані конструкти пре-T-альфа включають: 
1) мутанти pT-альфа з делеціями: Створені різні делеції у внутрішньоклітинному 

цитоплазматичному хвості білка pT-альфа людини (який включає 114 амінокислот) (SEQ ID 
NO:107). Протестовані конструкти включають повнорозмірний варіант білка (FL) і мутанти, у 5 

яких 18, 48, 62, 78, 92, 110 і 114 амінокислот видалені з C-кінця білка (SEQ ID NO:108-SEQ ID 
NO:114); 

2) мутанти pT-альфа, що містять внутрішньоклітинні активаторні домени: FL і варіанти Δ48 
з'єднували на їхньому С-кінці з внутрішньоклітинними активаторними доменами CD8, CD28 або 
41BB (SEQ ID NO:115-SEQ ID NO:120); 10 

3) химерні мутанти pT-альфа/TCRα: В одному з конструктів внутрішньоклітинний домен 
TCRα (IC) з'єднували з варіантом pT-альфа, позбавленим хвоста (Δ114) (SEQ ID NO:121). 
Створювали також другий конструкт, у якому позаклітинний домен pT-альфа з'єднаний із 
трансмембранним (TM) і IC доменами TCRα (SEQ ID NO:122); 

4) мутанти pT-альфа з дефектом димеризації: У літературі описані деякі мутації, здатні 15 

змінювати здатність комплексу пре-TCR до олігомеризації/димеризації. Ці мутанти, як 
передбачається, дозволяють експресуватися пре-TCR на поверхні клітини, не викликаючи 
конститутивної передачі сигналу (як передбачається, індукованої при олігомеризації пре-TCR). 
Мутації введені у варіант pT-альфаΔ48 і являють собою: 

1MUT: W46R (SEQ ID NO:123) 20 

4MUT: D22A, K24A, R102A, R117A (SEQ ID NO:124) 
Активність різних конструктів пре-T-альфа в клітинах Jurkat з інактивованим TRAC 
Для того щоб провести скринінг різних варіантів pT-альфа на їхню здатність відновлювати 

експресію CD3 на поверхні клітин з інактивованим TCR-альфа, створена клітинна лінія, у якій 
порушений ген TCR-альфа за допомогою спрямованої дії TALEN на TRAC. Клітини Jurkat (лінію 25 

клітин Т-клітинного лейкозу) трансфікували плазмідами, що кодують TALEN, що розщеплює 
TRAC, з використанням електропорації CytoPulse, і клітини KO (TCRα/β

NEG
; CD3

NEG
) потім 

очищали шляхом негативної селекції за допомогою CD3-магнітних кульок. Популяцію KO 
(клітини JKT_KO×3) збільшували і використовували для скринінгу різних варіантів pT-альфа. 
Скринінг проводили шляхом трансфекції одного мільйона клітин JKT_KO×3 15 мкг плазміди, що 30 

кодує різні варіанти pT-альфа під контролем промотору EF1α, з наступним аналізом методом 
протокової цитометрії експресії CD3 на клітинній поверхні через 48 години після трансфекції. На 
фіг. 12 представлений ілюстративний приклад ефективності трансфекції (%BFP+ клітин) і 

активності конструктів pT-альфа FL, Δ18 і Δ48 у клітинах JKT_KO3, визначеної на основі % 
CD3+ клітин за допомогою протокової цитометрії. Результати по різних конструктах згруповані в 35 

таблиці 12. 
 

Таблиця 12 
 

Активність різних конструктів pT-альфа в клітинах Jurkat з інактивованим TCR-альфа. Активність 
вимірювали аналізом за допомогою протокової цитометрії експресії CD3 на клітинах Jurkat з 

інактивованим TCR-альфа, трансфікованих різними конструктами пре-T-альфа 
 

Мутант ID % CD3низьк. SD 

0 NEG 4,69 1,53 

1 preTCRa-FL 31,18 4,15 

2 preTCRα-Δ18 20,13 4,56 

3 preTCRα-Δ48 44,86 3,90 

4 preTCRα-Δ62 32,42 2,95 

5 preTCRα-Δ78 24,75 3,87 

6 preTCRα-Δ92 20,63 3,70 

7 preTCRα-Δ110 18,18 3,49 

8 preTCRa-Δ114 4,29 2,74 

9 preTCRα-FL-CD8 18,16 5,30 

10 preTCRα-FL-CD28 5,67 2,77 
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Мутант ID % CD3низьк. SD 

11 preTCRα-FL-41BB 27,27 3,66 

12 preTCRα-Δ48-CD8 11,56 6,01 

13 preTCRα-Δ48-CD28 12,22 4,72 

14 preTCRα-Δ48-41BB 35,93 4,55 

15 preTCRα-Δ114/TCRα.IC 3,94 1,95 

16 preTCRα-EC/TCRα.TM.IC 17,80 4,47 

17 preTCRα-Δ48-lMUT 26,88 4,37 

18 preTCRα-Δ48-4MUT 7,59 1,06 

 
Активність pT-альфа-FL і pT-альфа-Δ48 у первинних Т-лімфоцитах з інактивованим TCR-

альфа 
Для того щоб протестувати здатність варіантів pT-альфа-FL і pT-альфа-Δ48 індукувати 

експресію CD3 на поверхні Т-лімфоцитів з інактивованим TCR-альфа, які кодують послідовності 5 

pT-альфа-FL і pT-альфа-Δ48 клонували в лентивірусний вектор pLV-SFFV-BFP-2A-PCTRA, який 
самоінактивується, що кодує синій флуоресцентний білок (BFP) під промотором SFFV, з 
наступним саморозщепленням пептиду T2A (фіг. 13). 

Т-лімфоцити, виділені з периферичної крові, активували протягом 72 годин з використанням 
активаторних кульок анти-CD3/CD28 (Life Technologies), і 4,5 мільйони клітин трансфікували 10 

шляхом електропорації 10 мкг мРНК, що кодує область константного ланцюга TCR-альфа 
(TRAC), що є мішенню TALE-нуклеази, з використанням приладу CytoLVT-S (BTX-Harvard 
Harbour). Через два дні після електропорації Т-клітини трансдукували лентивірусними 
векторами або LV-SFFV-BFP-2А pT-альфа-Δ48, або контрольним LV-SFFV-BFP-2A. Від CD3-
негативних Т-клітин і Т-клітин з низьким CD3 потім очищали з використанням магнітних кульок 15 

проти CD3 (Miltenyi Biotech). Цей експериментальний протокол представлений на фіг. 14А. 
На фіг. 14B представлений аналіз за допомогою протокової цитометрії експресії на клітинній 

поверхні TCR-альфа/бета, CD3, і експресії BFR на Т-клітинах з інактивованим TCR-альфа (KO), 
трансдукованих або BFR-2А-pT-альфаΔ48 (KO/Δ48), або контрольним лентивірусним вектором 
BFP (КО/BFP) до і після очищення кульками проти CD3. Клітини з інактивованим TCR-альфа, 20 

трансдуковані вектором BFP-T2A-pT-альфа-Δ48 (BFP+ клітини) демонструють більш високі рівні 
CD3 у порівнянні з нетрансдукованими клітинами (BFP- клітини). Яких-небудь розходжень не 
спостерігається серед клітин, трансдукованих контрольним вектором BFR. Ці результати 
показують, що pT-альфа опосередковує відновлення експресії CD3 на клітинній поверхні клітин 
з інактивованим TCR-альфа. На відміну від цього TCR-альфа/бета фарбування залишається, як 25 

і очікувалося, без змін у клітинах, трансдукованих або не трансдукованих експресійним 
вектором pT-альфа-Δ48. 

Опосередковувана pT-альфа експресія CD3 підтримує активацію TCR-дефіцитних Т-клітин 
Для визначення здатності pT-альфа брати участь у трансдукції клітинної активації сигналів 

експресію ранніх і пізніх маркерів активації аналізували на Т-клітинах з інактивованим TCR-30 

альфа, трансдукованих pT-альфа-Δ48 і pT-альфа-Δ48.41BB. Т-клітини з інактивованим TCR-
альфа, трансдуковані pT-альфа-Δ48 і pT-альфа-Δ48.41BB створювали з первинних Т-клітин 
людини, як описано в попередньому розділі, і на фіг. 14А. 

Для виявлення передачі сигналу через CD3 клітини повторно активували з використанням 
кульок, покритих антитілами анти-CD3/CD28, через 3 дні після очищення Т-клітин з 35 

інактивованим TCR-альфа кульками анти-CD3 (фіг. 14А). Клітини забарвлювали антитілом 
проти CD69 (раннім маркером активації), кон'югованим із флуорохромом, і антитілом проти 
CD25 (пізнім маркером активації), через 24 і 48 годин після повторної активації, відповідно, і 
аналізували за допомогою протокової цитометрії (фіг. 15У). Як показано на фіг. 15A-B, клітини з 
інактивованим TCR-альфа, які експресують pT-альфа-Δ48 (KO/pTα-Δ48) або pT-альфа-40 

A48.41BB (KO/pTα-Δ48.BB), демонструють позитивну регуляцію маркерів активації до рівнів, 
подібних до тих, які спостерігаються в клітинах, які експресують TCR-альфа/бета (NEP: клітини 
без електропорації). 

Іншим показником активації Т-клітин є збільшення розміру клітин, що іноді називають 
"вибуховим". Здатність комплексів пре-TCR індукувати "вибухи" вимірювали аналізом за 45 

допомогою протокової цитометрії розміру клітин через 72 години після повторної активації з 
використанням кульок анти-CD3/CD28 (фіг. 15C). Стимуляція кульками анти-С3/CD28 
індукувала порівнянне збільшення розміру клітин у клітинах, які експресують комплекси TCR-
альфа/бета, і клітинах, які експресують pT-альфа-Δ48 або pT-альфа-Δ48.41BB. Узяті разом, ці 
результати показують, що комплекси пре-TCR здатні передавати сигнали, що ефективно 50 

сполучені з механізмами, які опосередковують активацію позитивної регуляції маркерів. 
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Опосередковувана pT-альфа експресія CD3 підтримує експансію TCR-дефіцитних 
первинних Т-клітин за допомогою стимулюючих антитіл проти CD3/CD28 

Щоб оцінити здатність пре-TCR комплексів підтримувати довгострокову клітинну 
проліферацію, вимірювали проліферацію клітин, сконструйованих, як описано вище. Через 
десять днів після первинної активації клітини підтримували в середовищі з IL-2 (non-Re-act) або 5 

в середовищі з IL-2 з кульками анти-CD3/CD28 (Re-act). При кожному стані клітини 
підраховували й аналізували за допомогою протокової цитометрії в різні часові точки для оцінки 
кількості BFP+ клітин. Ріст клітин з інактивованим TCR-альфа (KO), трансдукованих векторами 
BFR або BFR-T2A-пре-TCRα-Δ48, порівнювали й оцінювали кратність індукції цих клітин 
відносноо величини, отриманої на 2 день після реактивації. На фіг. 16 показані результати, 10 

отримані від двох незалежних донорів. В обох випадках клітини з інактивованим TCR-альфа, які 
експресують pT-альфа-Δ48, характеризуються більш високою експансією, ніж клітини з 
інактивованим TCR-альфа, які експресують тільки контрольний вектор BFP. У другого донора 
включені також клітини з інактивованим TCR-альфа, які експресують pT-альфа-Δ48.41BB або 
повнорозмірний pT-альфа, які також характеризуються більш високою експансією, ніж клітини з 15 

інактивованим TCR-альфа, які експресують тільки контрольний вектор BFP. 
Приклад 5: Оптимізація трансфекції мРНК у Т-клітини з використанням методу Cytopulse 
Визначення оптимізованої програми cytopulse 
Першу серію експериментів проводили на неактивованих РВМС, щоб визначити діапазон 

напруги, при якій клітини можуть бути трансфіковані. Протестовано п'ять різних програм, як 20 

описано в таблиці 13. 
 

Таблиця 13 
 

Різні програми cytopulse, які використовуються для вихначення мінімальної напруги, необхідної 
для електропорації в Т-клітини, які походять з РВМС 

 

 Група 1 Група 2 Група 3 

Програма 
cytopulse 

Ім-
пульс 

В 
Трива-
лість 

(мсек) 

Інтер-
вал 

(мсек) 

Ім-
пульс 

В 
Трива-
лість 

(мсек) 

Інтер-
вал 

(мсек) 

Ім-
пульс 

В 
Трива-
лість 

(мсек) 

Інтер-
вал 

(мсек) 

1 1 600 0,1 0,2 1 600 0,1 100 4 130 0,2 2 

2 1 900 0,1 0,2 1 900 0,1 100 4 130 0,2 2 

3 1 1200 0,1 0,2 1 1200 0,1 100 4 130 0,2 2 

4 1 1200 0,1 10 1 900 0,1 100 4 130 0,2 2 

5 1 900 0,1 20 1 600 0,1 100 4 130 0,2 2 

 
3 або 6 мільйонів клітин піддавали електропорації в кюветах із щілиною 0,4 см (30 або 

1510
6
 клітин/мл) 20 мкг плазмідами, що кодують GFP, і контрольними плазмідами pUC з 25 

використанням різних програм Cytopulse. Через 24 години після електропорації аналізували 
експресію GFP у електропорованих клітинах методом протокової цитометрії для визначення 
ефективності трансфекції. Дані, представлені на фіг. 17, показують мінімальну напругу, 
необхідну для електропорації плазмід у Т-клітини, які походять від РВМС. Ці результати 
показують, що програми 3 і 4 cytopulse дозволяють здійснити ефективну трансформацію Т-30 

клітин (ЕР#3 і #4). 
Електропорація мРНК в активовані очищені Т-клітини 
Після визначення кращої програми cytopulse, що дозволяє ефективно проводити 

електропорацію ДНК у Т-клітини, автори перевірили, чи буде цей метод застосовний до 
електропорації мРНК.  35 

510
6
 очищених Т-клітин, попередньо активованих 6 днів PHA/IL-2, ресуспендували в буфері 

T для цитопорації (прилад BTX-Harvard) і електропорували в кюветах із щілиною 0,4 см 10 мкг 
мРНК, що кодує GFP, або 20 мкг плазмідами, що кодують GFP або pUC, з використанням 
кращої програми cytopulse, як визначено в попередньому розділі (таблиця 14). 

40 
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Таблиця 14 

 
Програма cytopulse, яка використовується для електропорації очищених Т-клітин 

 

 Група 1 Група 2 Група 3 

Прог-
рама 

cytopulse 

Ім-
пульс 

В 
Трива-
лість 

(мсек) 

Інтер-
вал 

(мсек) 

Ім-
пульс 

В 
Трива-
лість 

(мсек) 

Інтер-
вал 

(мсек) 

Ім-
пульс 

В 
Трива-
лість 

(мсек) 

Інтер-
вал 

(мсек) 

3 1 200 0,1 0,2 1 1200 0,1 100 4 130 0,2 2 

 
Через 48 годин після трансфекції клітини забарвлювали барвником на життєздатність 

(eFluor-450), і життєздатність клітин і % життєздатних GFP+ клітин визначали шляхом аналізу за 
допомогою протокової цитометрії (фіг. 18).  5 

Дані, представлені на фіг. 18, указують на те, що електропорація РНК при оптимальних 
умовах, визначених у даному описі, є нетоксичною і дає можливість трансфікувати більше 95 % 
життєздатних клітин. 

Сумарно весь набір даних показує, що Т-клітини можуть бути ефективно трансфіковані або 
ДНК, або РНК. Зокрема, трансфекція РНК не впливає на життєздатність клітин і дозволяє 10 

досягти однакових рівнів експресії трансфікованого гена, що представляє інтерес, у клітинній 
популяції. 

Ефективна трансфекція може бути досягнута в ранній термін після активації клітин, 
незалежно від використовуваного способу активації, (PHA/IL-2 або кульки, покриті CD3/CD28). 
Автори мали досягнення в трансфекції клітин через 72 годин після активації з ефективністю 15 

>95 %. Крім того, може бути також оцінена ефективність трансфекції Т-клітин після 
відморожування й активації з використанням того ж протоколу електропорації.  

Електропорація мРНК у первинні Т-клітини людини для функціональної експресії TALE-
нуклеази 

Після демонстрації того, що електропорація мРНК дає можливість ефективної експресії GFP 20 

у первинних Т-клітинах людини, автори протестували, чи буде цей метод застосовний до 
експресії інших білків, що представляють інтерес. Нуклеази, що включають ефектор, подібний 
до активатора транскрипції (TALE-нуклеази), являють собою сайт-специфічні нуклеази, створені 
в результаті з'єднання ДНК-зв'язувального домену TAL з доменом, що розщеплює ДНК. Вони є 
потужними інструментами редагування генома, оскільки вони викликають дволанцюгові розриви 25 

практично будь-якої бажаної послідовності ДНК. Ці дволанцюгові розриви активують 
негомологічне з'єднання кінців (NHEJ), механізм репарації ДНК, що включає помилки, що 
потенційно приводить до інактивації будь-якого бажаного гена, що представляє інтерес. 
Альтернативно, якщо в той же час у клітини ввести адекватну матрицю репарації, індуковані 
TALE-нуклеазою розриви ДНК, можуть бути репаровані шляхом гомологічної рекомбінації, що, 30 

отже, дає можливість модифікації послідовності гена за бажанням. 
Автори використовували електропорацію мРНК для експресії TALE-нуклеази, створеної для 

специфічного розщеплення послідовності гена людини, що кодує альфа-ланцюг Т-клітинного 
рецептора антигену (TRAC). Мутації, індуковані в цій послідовності, як очікується, приводять до 
інактивації гена і втрати комплексу TCRαβ із клітинної поверхні. РНК TALE-нуклеази TRAC або 35 

некодуючу РНК як контроль трансфікували в активовані первинні Т-лімфоцити людини з 
використанням методу Cytopulse. Послідовність здійснення електропорації полягала в 2 
імпульсах по 1200 В з наступними чотирма імпульсами по 130 В, як описано в таблиці 14. 

Аналізуючи за допомогою протокової цитометрії експресію TCR на клітинній поверхні через 
7 днів після електропорації (фіг. 19, верхня панель), автори знайшли, що 44 % Т-клітин 40 

втратило експресію TCRαβ. Автори проаналізували геномну ДНК трансфікованих клітин за 
допомогою ПЛР-ампліфікації локусу TRAC з наступним високопродуктивним секвенуванням у 
системі 454. 33 % секвенованих алелів (727 з 2153) містило вставку або делецію в сайті 
розщеплення TALE-нуклеазою. На фіг. 19 (нижня панель) показані приклади мутантних алелів. 

Ці дані вказують на те, що електропорація мРНК із використанням методу cytopulse веде до 45 

функціональної експресії TALE-нуклеази TRAC. 
Електропорації Т-клітин моноцистронної мРНК, що кодує одноланцюговий химерний 

рецептор антигену (CAR) проти CD-19 

510
6
 Т-клітин попередньо активували протягом декількох (3-5) днів кульками, покритими 

антитілами анти-CD3/CD28, і IL2, і ресуспендували в буфері Т для цитопорації і піддавали 50 
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електропорації в кюветах із щілиною 0,4 см без мРНК або з 10 мкг мРНК, що кодує 
одноланцюговий CAR (SEQ ID NO:73), використовуючи програму, описану в таблиці 14. 

Через 24 години після електропорації клітини забарвлювали фіксованим барвником eFluor-
780 на життєздатність клітин і F(аb')2 фрагментом PE-кон'югованого козячого антитіла проти IgG 
миші, специфічним для оцінки експресії CAR на клітинній поверхні живих клітин. Дані, 5 

представлені на фіг. 20, указують на те, що більшість живих Т-клітин, електропорованих 
моноцистронною мРНК, описаною вище, експресують CAR на своїй поверхні. Через 24 години 
після електропорації Т-клітини культивували разом із клітинами Daudi (CD19

+
) протягом 6 годин 

і аналізували за допомогою протокової цитометрії для виявлення експресії маркера 
дегрануляції CD107a на їхній поверхні (Betts, Brenchley et al. 2003). 10 

Дані, представлені на фіг. 20, указують на те, що в більшості клітин, електропорованих 
моноцистронною мРНК, описаною вище, здійснюється дегрануляція в присутності клітин-
мішеней, які експресують CD19. Ці результати зрозуміло показують, що CAR, експресований на 
поверхні електропорованих Т-клітин, є активним. 

Електропорація Т-клітин поліцистронної мРНК, що кодує мультисубодиничний химерний 15 

рецептор антигену (CAR) проти CD 19 

510
6
 Т-клітин попередньо активували протягом декількох (3-5) днів кульками, покритими 

антитілами анти-CD3/CD28, і IL2, і електропорували в буфері Т для цитопорації в кюветах із 
щілиною 0,4 см без мРНК або з 45 мкг мРНК, що кодує мультиланцюговий CAR (SEQ ID NO:125, 
кодована SEQ ID NO:126, фіг. 21A і фіг. 4В (csm4)) за допомогою програми, описаної в таблиці 20 

14. 
Через 24 години після електропорації клітини забарвлювали фіксованим барвником eFluor-

780 на життєздатність клітин і F(аb')2 фрагментом PE-кон'югованого козячого антитіла проти IgG 
миші, специфічним для оцінки експресії CAR на клітинній поверхні живих клітин. Дані, 
представлені на фіг. 21, указують на те, що більшість живих Т-клітин, електропорованих 25 

моноцистронною мРНК, описаною вище, експресують CAR на своїй поверхні. 
Через 24 години після електропорації Т-клітини культивували разом із клітинами Daudi 

(CD19
+
) протягом 6 годин і аналізували за допомогою протокової цитометрії для виявлення 

експресії маркера дегрануляції CD107a на їхній поверхні. Дані, представлені на фіг. 21, 
указують на те, що в більшості клітин, електропорованих моноцистронною мРНК, описаною 30 

вище, здійснюється дегрануляція в присутності клітин-мішеней, які експресують CD19. Ці 
результати зрозуміло показують, що CAR, експресований на поверхні електропорованих Т-
клітин, є активним. 
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ФОРМУЛА ВИНАХОДУ 
 5 

1. Спосіб одержання Т-клітин для імунотерапії, який включає: 
(a) модифікацію Т-клітин шляхом інактивації щонайменше: 
першого гена, який експресує мішень імуносупресорного засобу, і 
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другого гена, що кодує TCR-альфа або TCR-бета, 
(b) експансію вказаних клітин. 
2. Спосіб одержання Т-клітин для імунотерапії за п. 1, який включає наступні стадії: 
(a) забезпечення Т-клітини; 
(b) вибір гена у вказаній Т-клітині, який експресує мішень імуносупресорного засобу; 5 

(c) введення у вказану Т-клітину рідкорозщеплювальних ендонуклеаз, здатних селективно 
інактивувати шляхом розщеплення ДНК, відповідно: 
вказаний ген, що кодує мішень вказаного імуносупресорного засобу, і 
щонайменше один ген, що кодує TCR-альфа або TCR-бета; 
(d) експансія вказаних клітин. 10 

3. Спосіб за п. 1 або 2, де вказана мішень імуносупресорного засобу являє собою рецептор 
імуносупресорного засобу. 
4. Спосіб за будь-яким з пп. 1-3, де вказані трансформовані Т-клітини здійснюють експансію в 
крові пацієнта. 
5. Спосіб за будь-яким з пп. 1-4, де вказані трансформовані Т-клітини здійснюють експансію in 15 

vivo. 
6. Спосіб за будь-яким з пп. 1-5, де вказані трансформовані Т-клітини здійснюють експансію в 
присутності вказаного імуносупресорного засобу. 
7. Спосіб за будь-яким з пп. 1-6, де вказаний ген експресує мішень імуносупресорного засобу, 
що являє собою CD52, і вказаний імуносупресорний засіб являє собою антитіло, спрямоване на 20 

антиген CD52. 
8. Спосіб за будь-яким з пп. 1-6, де вказаний ген експресує глюкокортикоїдний рецептор (GR), і 
вказаний специфічний імуносупресорний засіб являє собою кортикостероїд, такий як 
дексаметазон. 
9. Спосіб за будь-яким з пп. 1-6, де щонайменше два інактивовані гени вибрані з групи, яка 25 

складається з CD52 і TCR-альфа, CD52 і TCR-бета, GR і TCR-альфа, GR і TCR-бета. 
10. Спосіб за будь-яким з пп. 2-9, де вказані рідкорозщеплювальні ендонуклеази 
котрансфікують на стадії с). 
11. Спосіб за будь-яким з пп. 2-10, де вказані рідкорозщеплювальні ендонуклеази кодуються 
мРНК. 30 

12. Спосіб за будь-яким з пп. 2-11, де вказані рідкорозщеплювальні ендонуклеази вводять у 
вказану клітину на стадії (c) шляхом електропорації РНК. 
13. Спосіб за п. 12, який включає на стадії (c) контакт вказаної Т-клітини з РНК, що кодує 
рідкорозщеплювальну ендонуклеазу, і застосування гнучкої послідовності імпульсів, що 
складається з: 35 

(a) одного електричного імпульсу з діапазоном напруги від 2250 до 3000 В на сантиметр, із 
шириною імпульсу 0,1 мсек і інтервалом імпульсів 0,2-10 мсек між електричними імпульсами 
стадій (а) і (b); 
(b) одного електричного імпульсу з діапазоном напруги від 2250 до 3000 В з шириною імпульсу 
100 мсек і інтервалом імпульсів 100 мсек між електричним імпульсом на стадії (b) і першим 40 

електричним імпульсом на стадії (c); і 
(c) 4 електричних імпульсів з напругою 325 В з шириною імпульсу 0,2 мсек і інтервалом 
імпульсів 2 мсек між кожним з 4 електричних імпульсів. 
14. Спосіб за будь-яким з пп. 2-13, де вказані рідкорозщеплювальні ендонуклеази являють 
собою TALE-нуклеази. 45 

15. Спосіб за п. 14, де щонайменше одна з цих TALE-нуклеаз спрямована проти однієї з 
послідовностей-мішеней гена TCR-альфа, вибраних з SEQ ID NO:37, SEQ ID NO:57-SEQ ID 
NO:60. 
16. Спосіб за п. 14, де щонайменше одна з цих TALE-нуклеаз спрямована проти однієї з 
послідовностей-мішеней гена TCR-бета, вибраних з SEQ ID NO:38 і SEQ ID NO:39. 50 

17. Спосіб за п. 14, де щонайменше одна з цих TALE-нуклеаз спрямована проти однієї з 
послідовностей-мішеней гена GR, вибраних з SEQ ID NO:1-SEQ ID NO:6. 
18. Спосіб за п. 14, де щонайменше одна з цих TALE-нуклеаз спрямована проти однієї з 
послідовностей-мішеней гена CD52, вибраних з SEQ ID NO:40, SEQ ID NO:61-SEQ ID NO:65. 
19. Спосіб за будь-яким з пп. 1-18, що включає введення у вказані Т-клітини химерного 55 

рецептора антигену (CAR). 
20. Спосіб за п. 19, де вказана послідовність химерного рецептора антигену являє собою SEQ 
ID NO:73. 
21. Спосіб за п. 19, де вказаний химерний рецептор антигену являє собою мультиланцюговий 
химерний рецептор антигену. 60 
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22. Спосіб за будь-яким з пп. 1-21, що включає введення у вказану Т-клітину поліпептиду pT-
альфа або його функціонального варіанта. 
23. Спосіб за будь-яким з пп. 1-22, що включає введення в вказану Т-клітину TALE-нуклеази, 
здатної селективно інактивувати шляхом розщеплення ДНК ген PDCD1 або CTLA-4. 
24. Спосіб за будь-яким з пп. 1-23, де вказані Т-клітини на стадії а) отримані з Т-лімфоцитів зони 5 

запалення, цитотоксичних Т-лімфоцитів, регуляторних Т-лімфоцитів або хелперних Т-
лімфоцитів. 
25. Спосіб за будь-яким з пп. 1-23, де вказані Т-клітини на стадії а) отримані з CD4+ Т-
лімфоцитів і/або CD8+ Т-лімфоцитів. 
26. Виділена Т-клітина людини або клітинна лінія людини, отримана способом за будь-яким з 10 

пп. 1-25. 
27. Виділена Т-клітина, у якій щонайменше два гени, вибрані з групи, яка складається з: CD52 і 
TCR-альфа, CD52 і TCR-бета, GR і TCR-альфа, GR і TCR-бета, інактивовані. 
28. Виділена Т-клітина за п. 26 або 27, яка додатково включає екзогенну полінуклеотидну 
послідовність, що кодує химерний рецептор антигену. 15 

29. Виділена Т-клітина за п. 28, де вказаний химерний рецептор антигену являє собою 
мультиланцюговий химерний рецептор антигену. 
30. Виділена Т-клітина за будь-яким з пп. 26-29, яка додатково включає екзогенну нуклеїнову 
кислоту, що включає щонайменше фрагмент трансгена pT-альфа для підтримки поверхневої 
експресії CD3. 20 

31. Виділена Т-клітина за будь-яким з пп. 26-30 для застосування як лікарського засобу. 
32. Виділена Т-клітина за будь-яким з пп. 26-30 для лікування раку або вірусної інфекції. 
33. Виділена Т-клітина за будь-яким з пп. 26-30 для лікування лімфоми. 
34. Фармацевтична композиція, що містить щонайменше одну виділену Т-клітину за будь-яким з 
пп. 26-33. 25 

35. Спосіб лікування пацієнта, у якого діагностований рак або вірусна інфекція, що включає: 
(a) одержання популяції Т-клітин відповідно до способу за будь-яким з пп. 1-25; 
(b) уведення вказаних трансформованих Т-клітин вказаному пацієнту. 
36. Спосіб за п. 35, де вказаному пацієнту надають лікування з вказаним імуносупресорним 
засобом, використовуваним у способі за пп. 1-25. 30 

37. Виділена Т-клітина, що включає щонайменше два полінуклеотиди, причому вказані 
полінуклеотиди кодують щонайменше першу і другу TALEN, причому перша TALEN спрямована 
проти гена TCR-альфа або TCR-бета, і друга спрямована проти гена, що кодує мішень 
імуносупресорного засобу. 
38. Виділена Т-клітина за п. 37, де вказана друга TALEN спрямована проти гена, що кодує CD52 35 

або GR. 
39. Виділена Т-клітина за будь-яким з пп. 37 або 38, де вона додатково включає 
полінуклеотидну послідовність, що кодує химерний рецептор антигену. 
40. Виділена Т-клітина за будь-яким з пп. 37-39, де вона додатково включає полінуклеотид, що 
включає щонайменше фрагмент pT-альфа для підтримки поверхневої експресії CD3. 40 
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Комп’ютерна верстка В. Мацело 
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