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Область техники, к которой относится изобретение 

Смерть клеток путем апоптоза (или путем запрограммированной гибели клеток) и другие пути ги-

бели клеток регулируется различными клеточными механизмами. Белки ингибиторы апоптоза (IAP), та-

кие как Х-связанные IAP (XIAP) или клеточные IAP белки 1 и 2 (cIAP1 и 2), являются регуляторами за-

программированной гибели клеток, в том числе (но ими не ограничиваясь) пути апоптоза, например, в 

злокачественных клетках. Другие формы гибели клеток могут включать, но не ограничиваются ими, нек-

роптоз, некроз, пироптоз и иммуногенную гибель клеток. Кроме того, эти IAP регулируют различные 

клеточные сигнальные пути через активность Е3-убиквитинлигазы, что может быть связано с выживае-

мостью клеток или не связано с ней. Еще одним регулятором апоптоза является полипептид Smac. Smac 

является проапоптогенным белком, высвобождаемый из митохондрий в связи с клеточной гибелью. Smac 

может связываться с IAP и является антагонистом их функции. Соединения-миметики Smac (SMC) пред-

ставляют собой не эндогенные проапоптотические соединения, способные выполнять одну или несколь-

ко функций или действий эндогенного Smac. 

Прототипический белок XIAP непосредственно ингибирует основную инициаторную каспазу и ис-

полнительную каспазу в каскадах апоптоза. 

Таким образом, XIAP может мешать завершению апоптотических программ. Клеточные белки IAP 

1 и 2 представляют собой Е3-убиквитинлигазы, которые регулируют пути апоптотической передачи сиг-

налов, привлекаемые иммунными цитокинами. Двойная потеря cIAP1 и 2 может привести к тому, что 

TNFα, TRAIL и/или IL-1β становятся токсичными, например, для большинства злокачественных клеток. 

SMC могут ингибировать XIAP, cIAP1, cIAP2 или другие IAP и/или способствовать другим проапопто-

тическим механизмам. 

Было предложено лечение злокачественного новообразования с помощью SMC. Тем не менее, 

только SMC могут быть недостаточными для лечения некоторых видов злокачественных опухолей. Су-

ществует необходимость в способах лечения злокачественного новообразования, которые повышают 

эффективность лечения SMC при одном или нескольких типах злокачественных новообразований. 

Раскрытие сущности изобретения 

Настоящее изобретение относится к противоопухолевой композиции, содержащей одновалентное 

соединение-миметик Smac (SMC) и Атезолизумаб. 

В одном из аспектов настоящее изобретение представляет собой комбинацию, в которой указанный 

одновалентный SMC представляет собой AT-406/SM406/Debiol143/D1143. 

Кроме того, изобретение относится к применению указанной комбинации 2 для лечения пациента 

со злокачественным новообразованием. Злокачественное новообразование может быть устойчивым к 

лечению только миметиком Smac. 

В одном из аспектов у пациента диагностирован рак, выбранный из рака надпочечников, базаль-

ноклеточной карциномы, рака желчных путей, рака мочевого пузыря, рака кости, рака головного мозга, 

рака молочной железы, рака шейки матки, хориокарциномы, рака толстой кишки, колоректального рака, 

рака соединительной ткани, рака пищеварительной системы, рака эндометрия, эпифарингиальной карци-

номы, рака пищевода, рака глаз, рака желчного пузыря, рака желудочно-кишечного тракта, рака головы и 

шеи, гепатоцеллюлярной карциномы, интраэпителиального новообразования, рака почек, рака гортани, 

лейкоза, рака печени, метастазов в печени, рака легких, лимфомы, меланомы, миеломы, множественной 

миеломы, нейробластомы, мезотелиомы, нейроглиомы, миелодиспластического синдрома, множествен-

ной миеломы, рака полости рта, рака яичников, рака у детей, рака поджелудочной железы, эндокринных 

опухолей поджелудочной железы, рака полового члена, плазмоклеточных опухолей, аденомы гипофиза, 

тимомы, рака предстательной железы, карциномы почек, рака дыхательной системы, рабдомиосаркомы, 

рака слюнных желез, саркомы, рака кожи, рака тонкой кишки, рака желудка, рака яичек, рака щитовид-

ной железы, рака мочеточника, и рака мочевой системы. 

Кроме того, изобретение относится к способу лечения злокачественного новообразования, где ука-

занный способ включает введение пациенту эффективного количества указанной комбинации, где SMC и 

Атезолизумаб вводят одновременно или с интервалом 28 дней друг от друга в количествах, которые вме-

сте эффективны для лечения указанного злокачественного новообразования. SMC и Атезолизумаб вво-

дят в диапазоне 14 дней друг от друга или в диапазоне 10 дней друг от друга, или в диапазоне 5 дней 

друг от друга, или в диапазоне 24 ч друг от друга, или в диапазоне 6 ч друг от друга или, по существу, 

одновременно. Злокачественное новообразование может быть устойчивым к лечению только миметиком 

Smac. 

Еще в одном варианте осуществления указанный способ также включает введение терапевтическо-

го агента, содержащего интерферон, где указанный интерферон предпочтительно является интерферо-

ном 1-го типа. Злокачественное новообразование может быть выбрано из рака надпочечников, базаль-

ноклеточной карциномы, рака желчных путей, рака мочевого пузыря, рака кости, рака головного мозга, 

рака молочной железы, рака шейки матки, хориокарциномы, рака толстой кишки, колоректального рака, 

рака соединительной ткани, рака пищеварительной системы, рака эндометрия, эпифарингиальной карци-

номы, рака пищевода, рака глаз, рака желчного пузыря, рака желудочно-кишечного тракта, рака головы и 

шеи, гепатоцеллюлярной карциномы, интраэпителиального новообразования, рака почек, рака гортани, 
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лейкоза, рака печени, метастазов в печени, рака легких, лимфомы, меланомы, миеломы, множественной 

миеломы, нейробластомы, мезотелиомы, нейроглиомы, миелодиспластического синдрома, множествен-

ной миеломы, рака полости рта, рака яичников, рака у детей, рака поджелудочной железы, эндокринных 

опухолей поджелудочной железы, рака полового члена, плазмоклеточных опухолей, аденомы гипофиза, 

тимомы, рака предстательной железы, карциномы почек, рака дыхательной системы, рабдомиосаркомы, 

рака слюнных желез, саркомы, рака кожи, рака тонкой кишки, рака желудка, рака яичек, рака щитовид-

ной железы, рака мочеточника, и рака мочевой системы. 

"Соседняя" клетка означает клетку, расположенную в достаточной близости от заданной клетки, 

чтобы напрямую или косвенно получать иммунный, воспалительный или проапоптотический сигнал из 

заданной клетки. 

"Стимулирование апоптоза или гибели клеток" означает увеличение вероятности того, что одна или 

несколько клеток будут подвергаться апоптозу или погибать. Лечение может усиливать гибель клеток, 

увеличивая вероятность того, что одна или несколько обработанных клеток будут подвергаться апоптозу, 

и/или увеличивая вероятность того, что одна или несколько клеток, соседствующих с обработанной 

клеткой, будут подвергаться апоптозу или погибать. 

"Эндогенная активность Smac" означает одну или несколько биологических функций Smac, кото-

рые приводят к стимулированию апоптоза, включая по меньшей мере ингибирование cIAP1 и cIAP2. Нет 

необходимости в том, чтобы биологическая функция возникала или была возможна во всех клетках при 

любых условиях, только чтобы Smac был способен осуществлять биологическую функцию в некоторых 

клетках при определенных природных in vivo условиях. 

"Соединение-миметик Smac" или "SMC" означает композицию из одного или нескольких компо-

нентов, например, низкомолекулярного вещества, соединения, полипептида, белка или любого их ком-

плекса, способную ингибировать cIAP1 и/или ингибировать cIAP2. 

Соединения-миметики Smac включают соединения, перечисленные в табл. 1. 

"Индуцировать программу апоптоза" означает вызывать изменение в белках или в белковых профи-

лях одной или нескольких клеток, повышая количество, доступность или активность одного или не-

скольких белков, способных участвовать в IAP-опосредованном апоптозном пути, или праймируя один 

или несколько белков, способных участвовать в IAP-опосредованном апоптозном пути, для участия в 

активности такого пути. 

Для индукции программы апоптоза не требуется стимулирование гибели клеток per se: индукция 

программы апоптоза способом, который не приводит к гибели клеток, может обладать синергетическим 

действием наряду с лечением SMC, что стимулирует апоптоз, приводя к гибели клеток. 

"Агент" означает композицию из одного или нескольких компонентов, способных индуцировать 

программу апоптоза или воспаления в одной или нескольких клетках субъекта, и гибель клеток вслед за 

этой программы ингибируется по меньшей мере cIAP1 и cIAP2. Агентом может быть, например, агонист 

TLR (например, соединение, указанное в табл. 2), вирус (например, вирус, указанный в табл. 3), такой 

как онколитический вирус, или ингибитор иммунной контрольной точки (например, один из указанных в 

табл. 4). 

"Лечение злокачественного новообразования" означает индукцию гибели одной или нескольких 

злокачественных клеток у субъекта или стимуляцию иммунного ответа, который может привести к опу-

холевой регрессии и к блокированию распространения опухоли (метастазирования). 

Лечение злокачественного новообразования может полностью или частично снять некоторые или 

все признаки и симптомы злокачественного новообразования у субъекта, уменьшить тяжесть одного или 

нескольких симптомов злокачественного новообразования у субъекта, уменьшить прогрессирование од-

ного или нескольких симптомов злокачественного новообразования у субъекта или опосредовать про-

грессирование, или тяжесть одного или нескольких симптомов, развивающихся в дальнейшем. 

"Пролекарство" означает терапевтическое средство, которое получают в неактивной форме, которая 

может быть преобразована в активную форму внутри организма субъекта, например, внутри клеток 

субъекта, под действием одного или нескольких ферментов, химических веществ или существующих у 

субъекта условий. 

Под "низкой дозой" или "низкой концентрацией" понимают дозу или концентрацию, которая по 

меньшей мере на 5% ниже (например, по меньшей мере на 10, 20, 50, 80, 90 или даже 95% ниже), чем 

самая низкая стандартная рекомендуемая доза или наименьшая стандартная рекомендуемая концентра-

ция конкретного соединения, полученная для данного пути введения для лечения любого заболевания 

или состояния человека. 

Под "высокой дозой" понимают дозу, которая по меньшей мере на 5% выше (например, по меньшей 

мере на 10, 20, 50, 100, 200 или даже 300% выше), чем самая высокая стандартная рекомендуемая доза 

конкретного соединения для лечения любой болезни или состояния человека. 

"Ингибитор иммунной контрольной точки" означает лекарственное средство для лечения злокаче-

ственного новообразования, которое предотвращает выключение иммунных клеток злокачественными 

клетками путем антагонистической блокировки соответствующих рецепторов или связывания с их ли-

гандами, таким образом восстанавливая способность иммунной системы атаковать опухоль. 
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Краткое описание чертежей 

На фиг. 1A-1F показан набор графиков и изображений, демонстрирующих, что SMC и онколитиче-

ские рабдовирусы обладают синергической активностью в отношении индукции гибели злокачественных 

клеток. Все панели на фиг. 1 представляют данные по меньшей мере трех независимых экспериментов с 

использованием биологических повторов (n=3). На фиг. 1А представлена пара графиков, демонстри-

рующих результаты жизнеспособности клеток, обработанных LCL161, при окрашивании Alamar blue, и 

повышении MOI VSV∆51. Шкала ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На фиг. 1В представлен 

набор микрофотографий клеток, обработанных LCL161 и 0,1 MOI VSV∆51-GFP. На фиг. 1С представле-

на пара графиков, демонстрирующих жизнеспособность (Alamar Blue) клеток, инфицированных VSV∆51 

(0,1 MOI) в присутствии повышающихся концентраций LCL161. Шкала ошибок, среднее ± стандартное 

отклонение. На фиг. 1D представлена пара графиков, демонстрирующих данные, полученные на клетках, 

инфицированных VSV∆51, в течение 24 ч. Супернатант клеточной культуры подвергали действию ульт-

рафиолета, инактивирующего вирус, а затем среду использовали для новых клеток для анализа жизне-

способности (Alamar Blue) в присутствии LCL161. Шкала ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На 

фиг. 1E представлен график, демонстрирующий жизнеспособность клеток, обработанных одновременно 

LCL161 и не распространяющимся вирусом VSV∆51∆G (0,1 MOI). Шкала ошибок, среднее ± стандарт-

ное отклонение. На фиг. 1F представлен график и пара изображений, относящихся к клеткам, на которые 

наносили агарозную среду, содержащую LCL161, которые инокулировали VSV∆51-GFP в середине лун-

ки, и измеряли инфекционность по флуоресценции и цитотоксичность оценивали с помощью окрашива-

ния кристаллическим фиолетовым (изображения наложены; изображения без наложения представлены 

на фиг. 11). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. 

На фиг. 2А-2Е представлен набор графиков и изображений, демонстрирующих, что обработка SMC 

не влияет на ответ злокачественных клеток на заражение онколитическим вирусом (OV). Все панели на 

фиг. 2 представляют данные по меньшей мере трех независимых экспериментов с использованием био-

логических повторов. На фиг. 2А представлена пара графиков, демонстрирующих данные, полученные 

на клетках, которые были предварительно обработаны LCL161 и инфицированы указанным значением 

MOI VSV∆51. Титры вируса оценивали по стандартному анализу бляшек. На фиг. 2В представлена пара 

графиков и набор микрофотографий, полученных в динамике на клетках, обработанных LCL161 и 

VSV∆51-GFP. Графики отображают количество сигналов GFP в динамике. Шкалы ошибок, среднее ± 

стандартное отклонение n=12. Фиг. 2С представляет собой пару графиков, демонстрирующих данные 

эксперимента, в котором супернатанты клеточной культуры клеток, обработанных LCL161 и VSV∆51, 

подвергали исследованию на наличие IFNβ с помощью ELISA. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное 

отклонение n=3. На фиг. 2D представлена пара графиков, где показан данные эксперимента, в котором 

клетки обрабатывали LCL161 и VSV∆51 в течение 20 ч и исследовали с помощью ОТ-кПЦР для измере-

ния экспрессии гена интерферона (ISG). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение n=3. На фиг. 

2Е представлена пара изображений, демонстрирующих иммуноблоты активации пути STAT1, проводи-

мой на клетках, которые предварительно обрабатывали LCL161, а затем стимулировали IFNβ. 

Фиг. 3А-3Н представляют собой набор графиков, демонстрирующих, что обработка OV-

инфицированных злокачественных клеток с помощью SMC приводит к продукции интерферона 1 типа 

(IFN типа 1) и продукции провоспалительных цитокинов, зависимой от нуклеарного фактора каппа В 

(NF-κВ). Все панели на фиг. 3 представляют данные по меньшей мере трех независимых экспериментов 

с использованием биологических повторов (n=3). На фиг. 3А представлен график, демонстрирующий 

жизнеспособность клеток, окрашенных Alamar blur, трансфицированных комбинациями нецелевой 

миРНК (NT), миРНК TNF-R1 и DR5, и затем обработанных LCL161 и VSV∆51 (0,1 MOI) или IFNβ. Шка-

лы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На фиг. 3В представлен график, демонстрирующий жиз-

неспособность клеток, трансфицированных миРНК NTP или IFNAR1, и затем обработанных LCL161 и 

VSV∆51∆G. На фиг. 3В представлен график, демонстрирующий жизнеспособность клеток, трансфици-

рованных миРНК NT или IFNAR1, а затем обработанных LCL161 и VSV∆51∆G. Шкалы ошибок, среднее 

± стандартное отклонение. На фиг. 3D представлена диаграмма, показывающая данные, собранные в 

эксперименте, в котором цитокиновую ELISA осуществляли на клетках, трансфицированных миРНК 

NTP или IFNAR1, а затем обработанных LCL161 и 0,1 MOI VSV∆51. Шкалы ошибок, среднее ± стан-

дартное отклонение. На фиг. 3Е представлен график, демонстрирующий жизнеспособность клеток, обра-

ботанных одновременно LCL161 и цитокинами. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На 

фиг. 3F представлен график, демонстрирующий данные эксперимента, в котором клетки предварительно 

обрабатывали LCL161, стимулировали IFNβ при концентрации 250 Ед/мл (~20 мкг/мл) и определяли 

уровни мРНК цитокинов с помощью ОТ-кПЦР. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На 

фиг. 3G представлена пара графиков, демонстрирующих результаты цитокинового ELISA, проведенного 

на клетках, обработанных LCL161 и 0,1 MOI VSV∆51. На фиг. 3Н представлен график, демонстрирую-

щий результат цитокиновой ELISA, проведенного на клетках, экспрессирующих IKKβ-DN и обработан-

ных LCL161 и VSV∆51 или IFNβ. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. 
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На фиг. 4А-4G представлен набор графиков и изображений, демонстрирующих, что обработка ком-

бинацией SMC и OV эффективна in vivo и зависит от цитокинового сигнального пути. На фиг. 4А пред-

ставлена пара графиков, демонстрирующих данные эксперимента, в котором опухоли ЕМТ6-Fluc обра-

батывали 50 мг/кг LCL161 (перорально) и 5×10
8
 PFU VSV∆51 (внутривенно). На левой панели показан 

рост опухоли. На правой панели представлена кривая Каплана-Мейера, изображающая выживание мы-

шей. Шкалы ошибок, среднее ± стандартная ошибка среднего n=5 для каждой группы. Множественное 

сравнение лог-рангового критерия и критерия Холма-Сайдака: **, р<0,01; ***, р<0,001. Показаны харак-

терные данные двух независимых экспериментов. На фиг. 4В представлена серия характерных изобра-

жений IVIS, которые были получены в эксперименте фиг. 4А. На фиг. 4С и 4D представлены наборы 

иммунофлюоресцентных изображений инфекции и апоптоза в опухолях при 24 ч обработке с использо-

ванием антител против α-VSV или α-c-каспазы-3. На фиг. 4Е представлено изображение, демонстри-

рующее иммуноблот, на котором белковые лизаты опухолей соответствующих обработанных мышей 

подвергали иммуноблоттингу с указанными антителами. На фиг. 4F представлена пара графиков, демон-

стрирующих данные эксперимента, в котором мышам с опухолями ЕМТ6-Fluc, вводили нейтрализующие 

TNFα или изотипически сходные антитела, а затем мышам вводил 50 мг/кг LCL161 (перорально) и 5×10
8
 

PFU VSV∆51 (внутривенно). На левой панели показан рост опухоли. На правой панели представлена 

кривая Каплана-Мейера, изображающая выживание мышей. Шкала погрешности, среднее ± стандартная 

ошибка среднего. Носитель α-TNFα, n=5; SMC α-TNFα, n=5; носитель+VSV∆51, n=5; α-TNFα, n=5; 

SMC+VSV∆51 α-TNFα, n=7; SMC+VSV∆51 α-IgG, n=7. Множественное сравнение лог-рангового крите-

рия и критерия Холма-Сайдака: ***, р<0,001. На фиг. 4G представлен набор характерных изображений 

IVIS, которые были получены в эксперименте фиг. 4F. 

На фиг. 5А-5Е представлена серия графиков и изображений, демонстрирующих, что низкомолеку-

лярные иммунные стимуляторы усиливают терапию SMC на моделях злокачественного новообразования 

у мышей. На фиг. 5А представлен график, демонстрирующий результаты жизнеспособности при окра-

шивании Alamar blue клеток ЕМТ6, которые культивировали одновременно со спленоцитами в системе 

Traswell и в котором выделенные спленоциты обрабатывали LCL161 и указанными агонистами TLR. 

Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. Показаны характерные данные по меньшей мере 

трех независимых экспериментов с использованием биологических повторов (n=3). На фиг. 5В представ-

лена пара графиков, демонстрирующих эксперимент, в котором полученные опухоли ЕМТ6-Flue обраба-

тывали SMC (50 мг/кг LCL161, п.о.) и poly(:C) (15 мкг в.о. или 2,5 мг/кг в.б.). На левой панели показан 

рост опухоли. На правой панели представлена кривая Каплана-Мейера, изображающая выживание мы-

шей. Носитель, носитель+poly(:С) в.б., n=4; остальные группы, n=5. Шкала ошибок, среднее ± стандарт-

ная ошибка среднего. Множественное сравнение лог-рангового критерия и критерия Холма-Сайдака: **, 

р<0,01; ***, р<0,001. На фиг. 5С представлена серия характерных изображений IVIS, которые были по-

лучены в эксперименте фиг. 5В. На фиг. 5В представлена пара графиков, демонстрирующих результаты 

эксперимента, в котором опухоли ЕМТ6-Fluc обрабатывали LCL161 или комбинацией 200 мкг (в.о.) 

и/или 2,5 мг/кг (в.б.) CpG ODN 2216. На левой панели показан рост опухоли. На правой панели пред-

ставлена кривая Каплана-Мейера, изображающая выживание мышей. Носитель, n=5; SMC, n=5; носи-

тель+CpG в.б., n=5; SMC+CpG в.б., n=7; носитель+CpG в.о., n=5; SMC+CpG в.о., n=8; носитель+CpG 

в.б.+в.о., n=5; SMC+CpG в.б.+в.о., n=8. Шкала ошибок, среднее ± стандартная ошибка среднего. Множе-

ственное сравнение лог-рангового критерия и критерия Холма-Сайдака: *, р<0,05; **, р<0,01; ***, 

р<0,001. На фиг. 5Е представлена серия характерных изображений IVIS, которые были получены в экс-

перименте фиг. 5D. 

На фиг. 6 представлен график, демонстрирующий способность к ответу панели злокачественных и 

нормальных клеток на обработку комбинацией SMC и OV. Указанные линии злокачественных клеток 

(n=28) и незлокачественных клеток человека (первичные клетки скелетных мышц человека (HSkM) и 

фибробласты человека (GM38)) обрабатывали LCL161 и увеличивающимся количеством VSV∆51 в те-

чение 48 ч. Дозу, необходимую для получения 50% жизнеспособных клеток в присутствии в SMC по 

сравнению с носителем, определяли с использованием нелинейной регрессии и отображали как сдвиг log 

EC50 в сторону повышения чувствительности. Показаны характерные данные по меньшей мере двух 

независимых экспериментов с использованием биологических повторов (n=3). 

На фиг. 7 показана пара графиков, демонстрирующих, что совместная обработка SMC и OV облада-

ет высокой синергетической активностью в отношении злокачественных клетках. На графиках показаны 

данные анализа жизнеспособности с окрашиванием Alamar blue клеток, обработанных серийными разве-

дениями комбинации с фиксированным соотношением VSV∆51 и LCL161 (PFU:mkM LCL161). Показа-

тель аддитивности (CI) рассчитывали с помощью Calcusyn. Графики представляют алгебраическую 

оценку CI в зависимости от доли вовлеченных клеток (Fa). Шкалы ошибок, среднее ± стандартная ошиб-

ка среднего. Показаны характерные данные трех независимых экспериментов с использованием биоло-

гических повторов (n=3). 

На фиг. 8 представлена пара графиков, демонстрирующих, что одновалентные и двухвалентные 

SMC вместе с OV обладают синергетической активностью вызывать гибель злокачественных клеток. 
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Графики показывают результат анализа жизнеспособности с окрашиванием Alamar blue клеток, обрабо-

танных 5 мкМ одновалентных SMC (LCL161, SM-122) или 0,1 мМ двухвалентных SMC (AEG40730, 

OICR720, SM-164) и VSV∆51 при различных MOI. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. 

Показаны характерные данные трех независимых экспериментов с использованием биологических по-

второв (n=3). 

На фиг. 9А и 9В представлен набор изображений и графиков, демонстрирующих, что SMC-

опосредуемая гибель злокачественных клеток усиливается под действием онколитических вирусов. На 

фиг. 9А представлена серия изображений, демонстрирующих результаты анализа распространения виру-

са в клетках, на которые наносили 0,7% агарозу в присутствии носителя или LCL161 и 500 PFU указан-

ных вирусов распределяли в середине лунки. Цитотоксичность оценивали с помощью окрашивания кри-

сталлическим фиолетовым. Стрелка обозначает расширение зоны гибели клеток от точки начала инфек-

ции OV. На фиг. 9В представлен набор графиков, демонстрирующих данные анализа жизнеспособности 

с окрашиванием Alamar blue клеток, обработанных LCL161, и повышающимся количеством MOI 

VSV∆51 или Maraba-MG1. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. Показаны характерные 

данные двух независимых экспериментов с использованием биологических повторов (n=3). 

На фиг. 10А и 10В представлен набор графиков и изображений, демонстрирующих, что cIAP1, 

cIAP2 и XIAP совместно защищают злокачественные клетки от OV-индуцированной гибели клеток. На 

фиг. 10А показаны данные анализа жизнеспособности с окрашиванием Alamar blue клеток, трансфици-

рованных нецелевой (NT) миРНК или миРНК, нацеленной на cIAP1, cIAP2 или XIAP, и затем обрабаты-

вали LCL161 и 0,1 MOI VSV∆51 в течение 48 ч. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. По-

казаны характерные данные трех независимых экспериментов с использованием биологических повторов 

(n=3). На фиг. 10В представлены характерные иммуноблоты эффективности миРНК для эксперимента 

фиг. 10А. 

На фиг. 11 представлен набор изображений, используемых для наложенных изображений, изобра-

женных на фиг. 1G. На клетки наносили агарозную среду, содержащую LCL161, инокулированную 

VSV∆51-GFP в середине лунки, и инфекционную активность измеряли флуоресценцией, а цитотоксич-

ность показывали окрашиванием кристаллическим фиолетовым (CV). Примечание: шкалы имеют одина-

ковый размер. 

На фиг. 12А и 12В представляют набор изображений и график, демонстрирующий, что обработка 

SMC не влияет на распространение или репликацию OV in vivo. На фиг. 12А представляет собой набор 

изображений, демонстрирующих изображения эксперимента, в котором мышей с опухолью ЕМТ6 обра-

батывали 50 мг/кг LCL161 (п.о.) и 5×10
8 

PFU люциферазы светлячка с меткой VSV∆51 (VSV∆51-Fluc) 

посредством в.в. инъекции. Распространение и репликацию вируса визуализировали через 24 и 48 ч, ис-

пользуя IVIS. Контур обозначает область опухолей. Показаны характерные данные двух независимых 

экспериментов. Стрелка указывает на селезенку, инфицированную VSV∆51-Fluc. На фиг. 12В представ-

лен график, демонстрирующий данные эксперимента, в котором опухоли и ткани через 48 ч после зара-

жения гомогенизировали, и титрование вируса проводили для каждой группы. Шкала ошибок, среднее ± 

стандартная ошибка среднего. 

На фиг. 13А и 13В представлены изображения, демонстрирующие исследование миРНК-

опосредованного нокдауна нецелевой (NT), TNFR1, DR5 и IFNAR1 с помощью иммуноблоттинга. На 

фиг. 13А показан иммуноблоттинг, демонстрирующий нокдаун в образцах эксперимента фиг. 3А. На 

фиг. 13В представлен иммуноблоттинг, демонстрирующий нокдаун в образцах эксперимента фиг. 3В. 

На фиг. 14A-14G представлены изображения и графики, демонстрирующие, что SMC вместе OV 

обладают синергетической активностью по индукции каспаза-8- и RIP-1-зависимого апоптоза в злокаче-

ственных клетках. Все панели Фиг. 14 представляют характерные данные трех независимых эксперимен-

тов с использованием биологических повторов. На фиг. 14А представлена пара изображений иммуноб-

лотов после проведения иммуноблоттинга на активацию каспазы и PARP на клетках, предварительно 

обработанных LCL161, и затем обработанных 1 MOI VSV∆51. На фиг. 14В представлена серия изобра-

жений, демонстрирующих микрофотографии активации каспазы, которые были получены на клетках, 

которые совместно обрабатывали LCL161 и VSV∆51 в присутствии субстрата каспазы-3/7 DEVD-488. На 

фиг. 14С показан график, на котором нанесена доля DEVD-488-положительных клеток эксперимента. 

Фиг. 14В (n=12). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На фиг. 14D представлена серия 

изображений из эксперимента, в котором апоптоз оценивали по микрофотографиям транслоцированного 

фосфатидилсерина (Annexin V-CF594) и потери целостности плазматической мембраны (YOYO-1) в 

клетках, обработанных LCL161 и VSV∆51. На фиг. 14Е представлен график, на котором показана доля 

Annexin V-CF594-положительных и YOYO-1- отрицательных апоптотических клеток из эксперимента на 

фиг. 14D (n=9). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На фиг. 14F представлена пара гра-

фиков, демонстрирующих данные анализа жизнеспособности с окрашиванием Alamar blue, трансфици-

рованных нецелевой (NT) миРНК или миРНК, нацеливающейся на каспазу-8 или RIP1, и затем обрабо-

танных LCL161 и 0,1 MOI VSV∆51 (n=3). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение. На фиг. 

14G представлено изображение иммуноблота, демонстрирующее характерную эффективность миРНК 
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для эксперимента на фиг. 14F. 

На фиг. 15А и 15В представлен набор графиков, демонстрирующих, что экспрессия трансгена 

TNFα из OV усиливает SMC-опосредованную смерть злокачественных клеток. На фиг. 15А представлена 

пара графиков, демонстрирующих жизнеспособность клеток в анализе Alamar, одновременно обработан-

ных 5 мкМ SMC и повышающимися количествами MOI VSV-51-GFP или VSV∆51-TNFα в течение 24 ч. 

Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение На фиг. 15В показан график, демонстрирующий ха-

рактерные сдвиги ЕС50 из эксперимента на фиг. 15А. Дозу, необходимую для получения 50% жизнеспо-

собных клеток в присутствии в SMC по сравнению с носителем, определяли с использованием нелиней-

ной регрессии и отображали как сдвиг log EC50. Показаны характерные данные трех независимых экспе-

риментов с использованием биологических повторов (n=3). 

На фиг. 16 представлен набор изображений, демонстрирующих, что инфицирование онколитиче-

ским вирусом приводит к усилению экспрессии TNFα при лечении SMC. Клетки ЕМТ6 обрабатывали 5 

мкМ SMC и 0,1 MOI VSV∆51-GFP в течение 24 ч, и клетки проявляли на наличие внутриклеточного 

TNFα с помощью проточной цитометрии. Изображения показывают характерные данные четырех неза-

висимых экспериментов. 

На фиг. 17А-17С представлена пара графиков и изображение, демонстрирующие, что сигнальный 

путь TNFα требуется для индуцированного IFN типа I синергизма вместе с обработкой SMC. На всех 

панелях на фиг. 17 показаны данные по меньшей мере трех независимых экспериментов с использовани-

ем биологических повторов (n=3). На фиг. 17А представлен график, демонстрирующий результаты жиз-

неспособности клеток ЕМТ6 в анализе Alamar blur, трансфецированных нецелевой (NT) миРНК или 

миРНК TNF-R1, и затем обработанных LCL161 и VSV∆51 (0,1 MOI) или IFNβ. Шкалы ошибок, среднее 

± стандартное отклонение На фиг. 17В представлена характерная эффективность миРНК из эксперимен-

та на фиг. 17А. На фиг. 17С представлен график, демонстрирующий жизнеспособность клеток ЕМТ6, 

которые были предварительно обработаны нейтрализующими TNFα антителами и затем обработаны 5 

мкМ SMC и VSV∆51 или IFNβ. 

На фиг. 18А и 18В схематически показан OV-индуцированный IFN типа I и SMC синергизм при ги-

бели клеток рака простаты. На фиг. 18А схематически показано, что вирусная инфекция в не подающих-

ся лечению злокачественных клетках приводит к продукции IFN типа 1, который затем индуцирует экс-

прессию IFN-стимулированных генов, таких как TRAIL. Стимуляция IFN типа 1 также приводит к NF-

κВ-зависимой продукции TNFα. Антагонизм IAP при обработке SMC приводит к активакции экспрессии 

TNFα и TRAIL и к апоптозу соседних опухолевых клеток. На фиг. 18В схематически показано, что ин-

фицирование одной опухолевой клетки приводит к активации врожденного противовирусного пути IFN 

типа 1, что приводит к секреции IFN типа 1 соседними клетками. Соседние клетки также продуцируют 

провоспалительные цитокины TNFα и TRAIL. Однократно инфицированная клетка подвергается онко-

лизу, а остальная часть опухолевой массы остается нетронутой. С другой стороны, соседние клетки под-

вергаются неспецифической гибели при обработке SMC в результате SMC-опосредованной активации 

TNFα/TRAIL и усилению апоптоза при активации провоспалительных цитокинов. 

На фиг. 19А и 19В представлен график и блот, демонстрирующие, что обработка SMC вызывает 

минимальную временную потерю массы и приводит к ингибированию cIAP1/2. На фиг. 19А показан 

график, демонстрирующий массу мышей BALB/c, обработанных LCL161 (50 мг/кг LCL161, перорально), 

которые были зарегистрированы после однократного лечения (день 0). n=5 на группу. Шкала ошибок, 

среднее ± стандартная ошибка среднего На фиг. 19В представлен блот образцов из эксперимента, в кото-

ром мышей с опухолью ЕМТ6 обрабатывали 50 мг/кг LCL161 (перорально). Опухоли собирали в указан-

ное время для проведения вестерн-блоттинга с использованием указанных антител. 

На фиг. 20А-20С представлен набор графиков, демонстрирующих, что обработка SMC вызывает 

временную потерю веса на сингенной мышиной модели злокачественного новообразования. На фиг. 

20А-20С представлены графики, демонстрирующие измерение веса мыши при одновременной обработке 

SMC и онколитическим VSV (фиг. 20А), poly(:C) (фиг. 20В) или CpG (фиг. 20С) у животных с опухолью 

из экспериментов, изображенных на фиг. 4А, 5В и 5D, соответственно. Шкала ошибок, среднее ± стан-

дартная ошибка среднего. 

На фиг. 21A-21D представлена серия графиков, демонстрирующих, что VSV∆51-индуцированная 

гибель клеток в клетке НТ-29 усиливается при обработке SMC in vitro и in vivo. На фиг. 21А представлен 

график, демонстрирующий данные из эксперимента, в котором клетки инфицировали VSV∆51, на супер-

натант клеточной культуры воздействовали ультрафиолетовым излучением в течение 1 ч и наносят на 

новые клетки в указанной дозе в присутствии LCL161. Жизнеспособность устанавливали в анализе Ala-

mar blue. Шкала ошибок, среднее ± стандартное отклонение На фиг. 21В представлен график, демонст-

рирующий жизнеспособность клеток в анализе Alamar blue, обработанных одновременно LCL161 и не 

распространяющимся вирусом VSV∆51∆G (0,1 MOI). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение 

На фиг. 21А и 21В показаны характерные данные трех независимых экспериментов с использованием 

биологических повторов (n=3). На фиг. 21С представлена пара графиков, демонстрирующих данные экс-
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перимента, в котором голые мыши CD-1 с укоренившимися опухолями НТ-29 обрабатывали 50 мг/кг 

LCL161 (перорально) и 1×10
8
 PFU VSV∆51 (в.о.). Носитель, n=5; VSV∆51, n=6; SMC, n=6; 

VSV∆51+SMC, n=7. На левой панели изображен рост опухоли относительно 0-го дня после обработки. 

На правой панели представлена кривая Каплана-Мейера, изображающая выживание мышей. Шкала 

ошибок, среднее ± стандартная ошибка среднего Множественное сравнение лог-рангового критерия и 

критерия Холма-Сайдака: ***, р<0,001. На фиг. 21D представляет собой график, демонстрирующий вес 

мыши при совместном лечении SMC и OV у животных с опухолью. Шкала ошибок, среднее ± стандарт-

ная ошибка среднего. 

На фиг. 22 представлен блот, на котором показано, что для синергетической активности SMC и OV 

in vivo требуется сигнальный путь IFN типа I. Мыши с опухолью ЕМТ6 вводили носитель или 50 мг/кг 

LCL161 в течение 4 ч, и затем вводили нейтрализующим IFNAR1 или изотипами антител в течение 20 ч. 

Затем животным вводили PBS или VSV∆51 в течение 18 ч. Опухоли анализировали Вестерн-блоттингом 

с указанными антителами. 

На фиг. 23А и 23В представлена пара графиков, показывающих, что онколитическая инфекция кле-

ток врожденного иммунитета приводит к гибели злокачественных клеток в присутствии SMC. На фиг. 

23А представлен график, на котором показаны данные эксперимента, в котором иммунные субпопуля-

ции сортировали из спленоцитов (CD11b+ F4/80+: макрофаг; CD11b+ Gr1+: нейтрофил; CD11b- CD49b+: 

NK-клетка, CD11b- CD49b-: T- и В-клетки) и инфицировали 1 MOI VSV∆51 в течение 24 ч. Супернатан-

ты клеточной культуры наносили на SMC-обработанные клетки ЕТМ6 в течение 24 ч и жизнеспособ-

ность ЕМТ6 оценивали с помощью Alamar Blue. Шкала ошибок, среднее ± стандартное отклонение На 

фиг. 23В представлена диаграмма, на которой показаны данные эксперимента, в котором макрофаги, 

полученные из костного мозга, инфицировали VSV∆51, и супернатант наносили на клетки ЕМТ6 в при-

сутствии 5 мкМ SMC, и жизнеспособность измеряли с помощью Alamar Blue. Шкалы ошибок, среднее ± 

стандартное отклонение 

На фиг. 24А-24Н представлена серия изображений полноразмерных иммуноблотов. Иммуноблоты 

на фиг. 24А-24Н относятся к (а) фиг. 2Е, (b) фиг. 4Е, (с) фиг. 10В, (d) фиг. 13, (е) фиг. 14А, (е) фиг. 14G, 

(g) фиг. 19 и (h) фиг. 17, соответственно. 

На фиг. 25А и 25В представлен набор графиков, на которых показано, что нереплицируемые части-

цы, полученные из рабдовируса (NRRP), обладают синергитической активностью вместе SMC вызывать 

гибель злокачественных клеток. На фиг. 25А представлен набор графиков, на которых показаны данные 

эксперимента, в котором злокачественные клетки ЕМТ6, DBT и СТ-2А вместе обрабатывали SMC 

LCL161 (SMC, ЕМТ6: 5 мкМ, DBT и СТ-2А: 15 мкМ) и различными количествами NRRP в течение 48 ч 

(ЕМТ6) или в течение 72 ч (DBT, CT-2A) и жизнеспособность клеток оценивали с помощью Alamar Blue. 

На фиг. 25В представлена пара графиков, на которых показаны данные эксперимента, в котором не 

фракционированные спленоциты мыши инкубировали с 1 частицей на клетку NRRP или 250 мкМ CpG 

ODN 2216 в течение 24 ч. Затем супернатант наносили на клетки ЕМТ6 дозозависимым образом и добав-

ляли 5 мкМ LCL161. Жизнеспособность ЕМТ6 оценивали через 48 ч после обработки с помощью Alamar 

blue. 

На фиг. 26А и 26В представлен график и набор изображений, на которых показано, что вакцины 

обладают синергетической активностью вместе с SMC вызывать гибель злокачественных клеток. На фиг. 

26А представлен график, на котором показаны данные эксперимента, в котором клетки ЕМТ6 обрабаты-

вали носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и 1000 КОЕ/мл BCG или 1 нг/мл TNFα в течение 48 ч, и жиз-

неспособность оценивали с помощью Alamar blue. На фиг. 26В представлен набор характерных изобра-

жений IVIS, на которых показана выживаемость мышей с опухолью жировой ткани молочной железы 

(ЕМТ6-Flue), которые дважды получали носитель или 50 мг/кг LCL161 (SMC) и PBS, внутриопухолевое 

введение (в.о.), BCG (1×10
5
 CFU), или BCG (1×10

5
 CFU), внутрибрюшинное введение (в.б.) и проводили 

визуализацию биолюминесценцией в реальном времени с помощью камеры IVIS CCD в различные мо-

менты времени. Масштаб: р/сек/см
2
/sr. 

На фиг. 27А и 26В представлена пара графиков и набор изображений, на которых показано, что 

SMC обладает синергетической активностью вместе с IFN типа I вызывать регрессию опухоли молочной 

железы. На фиг. 27А представлена пара графиков, на которых показаны данные эксперимента, в котором 

мышам вводили опухоли ЕМТ6-Fluc в жировую ткань молочной железы и их обрабатывали в течение 

восьми дней после имплантации комбинациями носителя или 50 мг/кг LCL161 (SMC), перорально, и бы-

чьего сывороточного альбумина (BSA), 1 мкг IFNα, внутрибрюшинно (в.б.) или 2 мкг IFNα, внутрима-

точно (в.м.). На левой панели показан рост опухоли. На правой панели представлена кривая Каплана-

Мейера, изображающая выживание мышей. Шкала ошибок, среднее ± стандартная ошибка среднего На 

фиг. 27В представляет собой серию характерных изображений IVIS из эксперимента, описанного на фиг. 

27А. Масштаб: р/сек/см
2
/sr. 

На фиг. 28А-28С представляют собой графики, на которых показано, что VSV-IFNβ или VSV обла-

дают синергетической активностью вместе с SMC вызывать гибель злокачественных клеток. На фиг. 28А 

показаны данные эксперимента, в котором клетки ЕМТ6 совместно обрабатывали носителем или 5 мкМ 
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LCL161 (SMC) и различными количествами множественности инфекции (MOI) VSV∆51-GFP, VSV-IFNβ 

или VSV-NIS-IFNβ. Жизнеспособность клеток оценивали через 48 ч после обработки с помощью Alamar 

blue. На фиг. 28В представлена пара графиков, на которых мышам с опухолью молочной железы ЕМТ6 

дважды вводили носитель или 50 мг/кг LCL161 (SMC), перорально, и PBS или 1×10
8
 PFU VSV-IFNβ-NIS, 

внутримышечно. На фиг. 28С представлена пара графиков, на которых мышам с опухолью ЕМТ6, дваж-

ды вводили носитель или 50 мг/кг LCL161, перорально, и 1×10
8
 PFU VSV, внутримышечно. 

На фиг. 29 представлен график, на котором показано, что невирусные и вирусные триггеры инду-

цируют активную экспрессию TNFα in vivo. Мышам вводили 50 мг poly(:C), внутрибрюшинно или с по-

мощью внутривенных инъекций 5×10
8
 PFU VSV∆51, VSV-mIFNβ или Maraba-MG1. В указанные момен-

ты сыворотку выделяли и анализировали с помощью ELISA для количественного определения уровней 

TNFα. 

На фиг. 30А-30С показан набор графиков и изображения, на которых показано, что вирулентно-

экспрессируемые провоспалительные цитокины обладают синергетической активностью вместе с SMC 

индуцировать регрессию опухоли молочной железы. На фиг. 30А представлена пара графиков, на кото-

рых показаны данные эксперимента, в котором мышам вводили в жировую ткань молочной железы опу-

холь ЕМТ6-Fluc и в течение семи дней после имплантации вводили комбинации носителя или 50 мг/кг 

LCL161 (SMC), перорально, и PBS, 1×10
8
 PFU VSV∆51-memTNFα (в.в.) или 1×10

8
 PFU VSV∆51-solTNFα 

(в. в.). На левой панели показан рост опухоли. На правой панели представлена кривая Каплана-Мейера, 

изображающая выживание мышей. Шкала ошибок, среднее ± стандартная ошибка среднего. На фиг. 30В 

представлен набор характерных биолюминисцентных изображений IVIS, которые были получены из 

эксперимента, описанного на фиг. 30А. Масштаб: р/сек/см2/sr. На фиг. 30С представлена пара графиков, 

на которых показаны данные из эксперимента, в которых мышам вводили опухоль СТ-26, подкожно, и 

через 10 дней после имплантации вводили комбинации носителя или 50 мг/кг LCL161, перорально, и 

либо PBS, либо 1×10
8
 PFU VSV∆51-solTNFα, внутриопухолевое введение. На левой панели показан рост 

опухоли. На правой панели представлена кривая Каплана-Мейера, изображающая выживание мышей. 

Шкала ошибок, среднее ± стандартная ошибка среднего. 

На фиг. 31А и 31В представлен набор изображений, на которых показано, что введение SMC при-

водит к ингибированию белка cIAP1/2 in vivo на ортотопической сингенной мышиной модели глиобла-

стомы. На фиг. 31А представлено изображение, на котором показан иммуноблот из эксперимента, в ко-

тором клетки СТ-2А имплантировали внутричерепным введением и вводили 50 мг/кг, перорально, 

LCL161 (SMC), и опухоль иссекали в указанные моменты времени и анализировали вестерн-блоттингом 

с помощью антител против cIAP1/2, XIAP и β-тубулина. На фиг. 31В представлено изображение, на ко-

тором показан иммуноблотт из эксперимента, в котором клетки СТ-2А имплантировали внутричерепным 

введением и вводили 10 мкл 100 мкМ LCL161, внутриматочно, и опухоли иссекали в указанные моменты 

времени и готовили для вестерн-блоттинга, используя антитела против cIAP1/2, XIAP и β-тубулина. 

На фиг. 32А-32Е представлен набор графиков и изображений, на которых показано, что временный 

провоспалительный ответ в мозге обладает синергетической активностью вместе с SMC вызывать гибель 

глиобластомы. На фиг. 32А показан график, на котором представлены данные из эксперимента, в кото-

ром проводили ELISA для определения уровней растворимого TNFα из 300 мг сырого экстракта белка 

головного мозга, который получали у мышей, которым вводили внутривенную (в.в.) инъекцию PBS или 

50 мг poly(:C) в течение 12 или 24 ч. Экстракты головного мозга получали путем механической гомоге-

низации в физиологическом растворе. На фиг. 32В представлен график, на котором показаны данные 

анализов жизнеспособности по Alamar blue клеток глиобластомы мыши (СТ-2А, К1580), которые обра-

батывали 70 мг сырого гомогената головного мозга и 5 мкМ LCL161 (SMC) в культуре в течение 48 ч. 

Гомогенаты головного мозга получали у мышей, которым в течение 12 ч вводили в.б. инъекции poly(:C) 

или внутривенные инъекции 5×10
8
 PFU VSV∆51 или VSV-mIFNβ. На фиг. 32С представлена кривая Ка-

плана-Мейера, на которой изображена выживаемость мышей, которые получали три внутричерепные 

инъекции поли (I:C) 50 мг. Введение проводили на 0, 3 и 7 день. На фиг. 32D представлена кривая Ка-

плана-Мейера, на которой показана выживаемость мышей с внутричерепными опухолями СТ-2А, кото-

рые получали комбинации SMC, VSV∆51 или poly(:C). Мыши получали комбинации трех введений но-

сителя, трех введений 75 мг/кг LCL161 (перорально), трех введений 5×10
8
 PFU VSV∆51 (iv) или двух 

введений 50 мг поли (I:C) (внутричерепное введение, в.ч.). Мышей обрабатывали на 7-й, 10-й и 14-й день 

после имплантации опухолевых клеток при различных условиях, за исключением группы, которой вво-

дили poly(:C), которая получала в.ч. инъекции на 7-й и 15-й день. Цифры в скобках обозначают число 

мышей на группу. На фиг. 32Е представлена серия характерных изображений МРТ черепов мышей из 

экспериментов, изображенных на фиг. 32D, где показано животное на конечной точке и типичную мышь 

из указанных групп на 50 день после имплантации. Пунктирная линия обозначает опухоль головного 

мозга. 

На фиг. 33 представлен график, на котором показано, что SMC обладает синергической активно-

стью с IFN типа I уничтожать опухоли головного мозга. На графике представлена кривая Каплана-

Мейера, на которой показана выживаемость мышей с СТ-2А, которые получали внутричерепные инъек-
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ции носителя или 100 мкМ LCL161 (SMC) с PBS или 1 мкг IFNα через 7 дней после имплантации. 

На фиг. 34 представлена общая схема сигнального пути NF-κВ. При взаимодействии лиганда с ре-

цептором семейства TNF, либо классический, либо альтернативный путь активируется в зависимости от 

активности cIAP1/2. В классическом пути активации NF-κВ RIP1 получает К63-убиквитиновые связи от 

cIAP1/2 с образованием сигнального комплекса, что обеспечивает фосфорилирование ингибитора κВ 

(IκB) после активации IκB-индазы (IKK). Фосфорилированный IκB разрушается, освобождая гетероди-

мер р50/р65. Альтернативный путь остается неактивным из-за cIAP1/2 К48, связанного с убиквитирова-

нием NF-κВ-индуцирующей киназы (NIK). Если NIK является стабильным, то обеспечивает фосфорили-

рование IKK и в дальнейшем р100, что приводит к преобразованию р100 в р52. Путь завершается гетеро-

димерами NF-κB, транслоцирующими в ядро и действующими как факторы транскрипции для регуляции 

экспрессии генов-мишеней. 

На фиг. 35А-35С описан процесс объединения SMC с моноклональными антителами против PD-1, 

задерживающими прогрессирование заболевания и увеличивающими выживаемости в мышиной ММ-

модели. На фиг. 35А показаны изображения мышей с клетками Fluc MPC-11, которым вводили 250 мкг 

ICI и 50 мг/кг три раза в неделю в течение двух недель. Мышам вводили SMC и моноклональные антите-

ла против PD-1 или CTLA-4. Мыши, которым вводили комбинации анти-PD-1 и SMC, практически не 

показывали опухолевую нагрузку, как определяли по биолюминесцентным изображениям IVIS опухоле-

вой нагрузки в последующие дни после имплантации клеток. На фиг. 35В показан режим лечения с анти-

PD-1, анти-CTLA-4 и SMC. На фиг. 35С представлен график, на котором показано количество дней, в 

течение которых мыши выживали после имплантации клеток Fluc MPC-11, как указано на кривой Ка-

плана-Мейера. 

На фиг. 36А-36С представлена серия графиков, на которых показано, что стимуляторы врожденно-

го иммунитета обладают синергетической активностью с SMC вызвать смерть клеток ММ. На фиг. 36А 

представлена серия гистограмм, на которых показана жизнеспособность клеточных линий U266, MM1R 

и MM1S человека, которые обрабатывали 1 Ед/мкл IFNα, IFNβ и IFNγ в присутствии либо носителя, ли-

бо 5 мкМ SMC. Жизнеспособность определяли по отсутствию трипанового синего через 24 ч. На фиг. 

36В и 36С представлены графики, на которых показана жизнеспособность клеточной линии ММ мыши 

МРС-11, которую обрабатывали 5 мкМ SMC и различным количеством множественности инфекций 

(MOI) VSV∆51 и VSVmIFN, соответственно. Жизнеспособность оценивали через 24 ч с помощью Alamar 

Blue. 

На фиг. 37А-37С показано, что IFN и SMC обладают синергетической активностью замедлять про-

грессирование заболевания ММ у мышей. Мышам, несущим клетки Fluc МРС-11, вводили 1 мкг реком-

бинантного IFNα и 50 мг/кг SMC 3 раза. На фиг. 37А представлена серия биолюминисцентных изобра-

жений IVIS опухоли, взятой в указанные дни после имплантации клеток ММ. На фиг. 37В представлена 

кривая Каплана-Мейера, показывающая время выживания. На фиг. 37С представлена схема, демонстри-

рующая режим лечения. 

На фиг. 38А-38С показано, что онколитический вирус может задерживать прогрессирование забо-

левания ММ и увеличить выживаемость. На фиг. 38А представляет собой биолюминесцентные изобра-

жения IVIS, полученные в указанные дни после имплантации мышей, несущих клетки Fluc МРС-11, ко-

торые обрабатывали 4 раза 5×10
8
 pfu VSV∆51 и 50 мг/кг SMC. На фиг. 38В представлена кривая Капла-

на-Мейера, показывающая время выживания. На фиг. 38С показан режим лечения. 

На фиг. 39А-39С показано, что лиганды глюкокортикоидных рецепторов обладают синергетиче-

ской активностью с SMC сенсибилизировать устойчивые клеточные линии и опосредовать SMC клеточ-

ную гибель. На фиг. 39А приведена схема, на которой показано, что белок был экстрагирован из клеток 

MM1R и MM1S для вестерн-блоттинга, использовали равные количества белка. На фиг. 39В и 39С пред-

ставлены графики, на которых показано, что клетки обрабатывали 5 мкМ SMC, 10 мкМ Dex и 10 мкМ 

RU486 в указанные моменты времени, и мертвые клетки определяли как YOYO-1 позитивные, непрони-

цаемым для клеточной мембраны ДНК-связывающий красителем, и нормировали до конфлюентности 

клеток внутри лунки. 

На фиг. 40А-40С показано, что SMC усиливает сигнальный путь NF-κВ и вызывает апоптоз. ММ-

клеточные линии человека, MM1R и MM1S, обрабатывали 5 мкМ SMC, затем собирали через 1, 16 или 

48 ч. На фиг. 40А показаны вестерн-блоты для различных компонентов пути NF-κВ. На фиг. 40В и 40С 

показана количественные показатели полос фиг. 40А, выраженные как отношения р-р65 к р65 и 

р52:р100, соответственно, которые были нормализованы до необработанного контроля. 

На фиг. 41 показано, что комбинированная обработка SMC и IFNβ повышает активность NF-κВ и 

вызывает апоптоз. Линии клеток человека U266, MM1R и MM1S и линия клеток мыши МРС-11 и подли-

ния с тагом Fluc подвергались обработки 5 мкМ SMC и 1 Ед/мкл IFNβ в течение 1 или 16 ч. Клеточные 

осадки собирали, и лизаты загружали в одинаковом количестве для проведения вестерн-блоттинга. 

На фиг. 42А-42С показано, что онколитический вирус в сочетании с SMC активирует передачу сиг-

налов NF-κВ, приводит к апоптозу клеток ММ мыши. Клетки МРС-11 обрабатывали VSV∆51 или 

VSVmIFN в течение 1, 12 или 24 ч. На фиг. 42А представлен вестерн-блоттинг, на котором показано, что 
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клеточные осадки собирали, и лизаты загружали в одинаковом количестве для проведения вестерн-

блоттинга. На фиг. 42В и 42С показаны уровни белка, количественно определенные из полос на фиг. 42А 

и выраженные как соотношения фосфо-р65 к р65, или р52 к р100, соответственно. 

На фиг. 43 показано, что экспрессия PD-L1 и PD-L2 повышается в линиях клеток ММ человека по-

сле обработки IFNβ. Экспрессия мРНК PD-L1 и PD-L2 повышается в течение 6, 12 и 24 ч после обработ-

ки IFNβ или IFNβ вместе с SMC по сравнению с контролем без обработки. 

На фиг. 44A-44D представлены графики, на которых показано, что комбинация SMC и иммуномо-

дулирующих агентов приводит к гибели злокачественных клеток, к которым также относятся CD8+ Т-

клетки. На фиг. 44А и 44В представлены графики, на которых показаны данные эксперимента, в котором 

излеченным после двойной обработки мышам проводили повторную инъекцию в жировой слой молоч-

ной железы клеток ЕМТ6 (через 180 дней после исходной постимплантационной даты) или делали внут-

ричерепную инъекцию клеток СТ-2А (через 190 дней после исходной постимплантационной даты). На 

фиг. 44С показан график, на котором продемонстрированы данные эксперимента, в котором клетки СТ-

2А глиомы или клетки ЕМТ6 рака молочной железы трипсинизировали, поверхностно окрашивали 

конъюгированным контролем с изотипом IgG или анти-PD-L1 и подвергали проточной цитометрии. На 

фиг. 44D представлен график, на котором приведены данные эксперимента, в котором CD8+ Т-клетки 

отделяли от спленоцитов (от наивных мышиных или от мышей, у которых ранее была излечена опухоль 

ЕМТ6), используя набор для позитивной магнитной селекции CD8 Т-клеток, и на них проводили анализ 

ELISpot для обнаружения IFNγ и Гранзима В. CD8+ Т-клетки совместно культивировали со средой или 

злокачественными клетками (соотношение злокачественных клеток к CD8+ Т-клеткам равно 12:1) и 10 

мг контрольного IgG или анти-PD-1 в течение 48 ч. Три мыши использовали в качестве независимых 

биологических репликатов (ранее у них была излечена опухоль ЕМТ6). Клетки 4Т1 служат отрицатель-

ным контролем, поскольку клетки 4Т1 и ЕМТ6 несут одинаковые антигены главного комплекса гисто-

совместимости. 

На фиг. 45A-45D представлены графики, показывающие, что SMC и ингибиторы иммунных кон-

трольных пунктов обладают синергизмом на моделях ортотопической мыши со злокачественной опухо-

лью. На фиг. 45А представлен график, на котором показаны данные экспертимента, в котором мышам с 

опухолью молочной железы ЕМТ6 однократно внутримышечно вводили PBS или 1×10
8
 PFU VSVD51, а 

через пять дней мышам вводили комбинации носителя или 50 мг/кг LCL161 (SMC), перорально, и 250 мг 

анти-PD, внутрибрюшинно (в.б). На фиг. 45В и 45С представлены графики, на которых показаны данные 

эксперимента, в котором мышам с внутричерепными опухолями СТ-2А или GL261, вводили четыре раза 

носитель или 75 мг/кг LCL161 (перорально) и 250 мг (в.б.) контрольный IgG, анти-PD-1 или анти-CTLA-

4. На фиг. 45D представлен график, на котором показаны данные эксперимента, в котором атимичным 

"голым" мышам CD-1 с внутричерепной опухолью СТ-2А, вводили 75 мг/кг LCL161 (перорально) и 250 

мг (в.б.) анти-PD-1. 

На фиг. 46А-46С показаны графики, демонстрирующие, что SMC вызывает гибель клеток глиобла-

стомы в присутствии цитокинов или онколитических вирусов. Оценка жизнеспособности в анализе Ala-

mar blue клеток человека (M059K, SNB75, U118) и мышей (СТ-2А, GL261) глиобластомы, обработанных 

носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и 0,1 нг·мл
-1

 TNF-α или 0,01 MOI VSV∆51 в течение 48 ч (фиг. 

46А). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение n=4 Указанные линии первичных клеток мыши 

NF1-/+p53-/+ обрабатывали носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и 0,01% BSA, 1 нг·мл
-1

 TNF-α или ука-

занным количеством MOI нераспространяющегося варианта VSV∆51 (VSV∆51∆G) в течение 48 ч, и 

жизнеспособность оценивали в анализе Alamar blue (фиг. 46В). Шкалы ошибок, среднее ± стандартное 

отклонение n=4. Оценка жизнеспособности в анализе Alamar blue опухоль-инициирующих клеток 

(BTIC), обработанных носителем или 5 мкМ LCL161 и 0,001 MOI VSV∆51 или Maraba-MG1 в течение 48 

ч (фиг. 46С). Шкалы ошибок, среднее, стандартное отклонение n=3. На фиг. 46А и 46В представлены 

характерные данные трех независимых экспериментов с использованием биологических повторов. Ста-

тистическую значимость сравнивали с обработкой носителем и BSA, используя ANOVA с множествен-

ным сравнительным тестом Dunnett. На значимость указывали, если р<0,0001 (*). 

На фиг. 47 представлен график, на котором показано, что SMC и TNF-α эффективно синергизируют 

и индуцируют гибель клеток глиобластомы. Жизнеспособность клеток глиобластомы мыши СТ-2А для 

обработки 0,01% BSA или 0,1 нг·мл
-1

 TNF-α и носителем или 5 мкМ указанного мономерного или ди-

мерного варианта в течение 48 ч. Жизнеспособность оценивали в анализе Alamar blue. Шкалы ошибок, 

среднее ± стандартное отклонение n=4 Показаны характерные данные двух независимых экспериментов 

с использованием биологических повторов. Статистическую значимость сравнивали с обработкой носи-

телем и BSA, используя ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. На значимость ука-

зывали, если р<0,0001 (*). 

На фиг. 48А и 48В показана серия графиков и изображение, на котором продемонстрировано, что 

резистентность к комбинациям на основе SMK в клетках глиобластомы вызвана ингибированием cFLIP. 

Первичные клетки глиобластомы мыши NF1-/+p53-/+ (K5001) или человека (SF539) или нетрасформиро-

ванные клетки человека (GM38) трансфицировали нецелевой (NT) дцРНК или дцРНК cFLIP в течение 48 
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ч и затем обрабатывали в течение 48 ч носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и BSA, 0,1 нг·мл
-1

 TNF-α 

или указанным MOI нераспространяющегося варианта VSV∆51 (VSV∆51∆G, фиг. 48А). Жизнеспособ-

ность определяли в анализе Alamar blue. Шкалы ошибок, среднее ± стандартное отклонение n=4 Показа-

ны характерные данные трех независимых экспериментов с использованием биологических повторов. 

Статистическую значимость сравнивали с обработкой носителем и BSA, используя ANOVA с множест-

венным сравнительным тестом Dunnett. На значимость указывали, если р<0,0001 (*). Эффективность NT 

дцРНК или дцРНК, нацеленной на cFLIP, эксперимента на (фиг. 48В). 

На фиг. 49А и 49В показаны изображения, которые демонстрируют получение сингенной ортопи-

ческой модели мыши с глиобластомой. Показаны МРТ (фиг. 49А) и "зернистые" (фиг. 49В) изображения 

мыши C57BL/6, которым осуществляли внутричерепную инъекцию PBS или 5×10
4
 клеток СТ-2А и кото-

рых умерщвляли через 35 дней после имплантации. Масштабная линейка, 2 мм. Линейка имеет санти-

метровое разделение с разметкой мм. 

На фиг. 50А и 50В представлены графики, на которых показано, что SMC и иммуностимуляторы 

врожденного иммунитета обладают синергизмом в отношении лечения глиобластомы. Масштабная па-

нель, 2 мм. Оценка жизнеспособности в анализе Alamar blue клеток СТ-2А, обработанных носителем или 

5 мкМ LCL161 и 0,01% BSA или 1 мкг мл-1 IFN-αB/D. Шкала ошибок, средние значения, стандартное 

отклонение n=4 (фиг. 50А). Мышами с 7-и дневным внутричерепными опухолями СТ-2А вводили ком-

бинации 75 мг кг
-1

 LCL161 (перорально) и BSA или 1 мкг IFN-α B/D (в.б.; фиг. 50В). На фиг. 50В показа-

ны данные, представляющие кривую Каплана-Мейера, изображающую выживаемость мышей. Множест-

венное сравнение лог-рангового критерия и критерия Холма-Сайдака: **, р<0,01; ***, р<0,001. Числа в 

круглых скобках представляют количество мышей на группу. 

На фиг. 51 показано изображение, на котором продемонстрировано, что обработка SMC не вызыва-

ет ингибирование IAP в ткани головного мозга мышей с опухолью. Мышам вводили 75 мг кг
-1

 LCL161 

(SMC) в течение указанного времени, и ткани анализировали вестерн-блоттингом, используя указанные 

антитела. n=2 для каждой временной точки. 

На фиг. 52А-52С показаны графики, демонстрирующие, что комбинированная обработка на основе 

SMC приводит к долговременной иммунологической противоопухолевой памяти. Клетки СТ-2А обраба-

тывали в течение 24 ч носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и 0,01% BSA, 1 нг·мл
-1

 TNF-альфа, 250 Ед 

мл-1 TNF-α или 0,1 MOI VSV∆51, и жизнеспособные клетки (Zombie Green negative) анализировали с 

помощью проточной цитометрии, используя указанные антитела (фиг. 52А). Показаны характерные дан-

ные трех независимых экспериментов с использованием биологических повторов. Наивным мышам или 

мышам, ранее излеченным с помощью основанной на SMC обработки жировой ткани молочной железы 

ЕМТ6 (карцинома молочной железы, фиг. 52В) или внутричерепной СТ-2А (глиобластома, фиг. 55С), 

повторно вводили клетки ЕМТ6 или клетки карциномы молочной железы в жировой слой молочной же-

лезы или клетки СТ-2А, подкожно (п.к.) или внутричерепным введением (в.ч.). Клетки имплантировали 

на 180 дней после имплантации. Данные представляют собой кривую Каплана-Мейера, изображающую 

выживание мышей. Множественное сравнение лог-рангового критерия и критерия Холма-Сайдака (в 

сравнении со способом имплантации): **, р<0,01; ***, р<0,001. Числа в круглых скобках представляют 

количество мышей на группу. 

На фиг. 53 представлен график, на котором показано, что обработка SMC не прекращает экспрес-

сию ингибиторных молекул контрольной точки или белков МНС I/II. Клетки SNB72 обрабатывали в те-

чение 24 ч носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и 1 нг·мл
-1

 TNF-альфа, 250 Ед мл-1 TNF-α или 0,1 MOI 

VSV∆51, и жизнеспособные клетки (Zombie Green negative) анализировали проточной цитометрией, ис-

пользуя указанные антитела. Показаны характерные данные трех независимых экспериментов. 

На фиг. 54A-54G представлены графики, на которых показано, что SMC и антитела, нацеленные на 

иммунные контрольные точки, обладают синергизмом на модели глиобластомы мыши. CD8+ Т-клетки 

селезенки выделяли из наивных мышей или из мышей, которые ранее были излечены от опухолей СТ-

2А, и подвергали анализу ELISpot для детекции IFN-γ и GrzB. Злокачественные клетки (СТ-2А, LLC) 

культивировали совместно с клетками CD8+ (соотношение 25:1) и 10 мкг мл-1 контрольного IgG или α-

PD-1 в течение 48 ч. n=4 мышей на группу (фиг. 55А). Значимость сравнивали с наивными CD8+ Т-

клетками, которые совместно инкубировали с клетками СТ-2А, как было оценено с помощью ANOVA с 

множественным сравнительным тестом Dunnett. *, р<0,05; *, р<0,01; ***, р<0,001. Мыши, несущие внут-

ричерепные опухоли СТ-2А, обрабатывали 75 мг/кг LCL161 перорально (SMC) на 14, 16, 21 и 23 день 

после имплантации (фиг. 54В). Жизнеспособные клетки опухолевой массы анализировали проточной 

цитометрией для детекции CD45 (BV605), CD3 (АРС-Су7), CD8 (РЕ) и PD-1 (BV421). Статистическое 

значение для каждой пары оценивали по t-тесту. *, р<0,05; **, р<0,01 (фиг. 54С). Показаны жизнеспо-

собные опухолевые клетки из эксперимента (проанализированы проточной цитометрией, используя ан-

титела CD45 (РЕ) и PD-L1 (BV421, фиг. 54С). n=6 мышей на группу. FMO, флуоресценция минус один. 

Статистическую значимость оценивали с помощью t-теста. Мыши с внутричерепными СТ-2А (фиг. 54D, 

54F и 54G) или GL261 (фиг. 54Е), получали в указанные моменты комбинации носителя, 75 мг кг
-1

 

LCL161, перорально (фиг. 54D, 54Е и 54G) или носителя или 30 мг кг
-1

 Биринапант, внутрибрюшинно 
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(в.б., фиг. 54F) и 250 мкг IgG, α-PD-1 или α-CTLA4 (в.б.) или обе эти комбинации (фиг. 54G). Данные 

представляют собой кривую Каплана-Мейера, изображающую выживание мышей. Множественное срав-

нение лог-рангового критерия и критерия Холма-Сайдака: *, р<0,05; **, р<0,01; ***, р<0,001. Числа в 

круглых скобках представляют количество мышей на группу. На фиг. 54А-54С, кресты указывают сред-

нее, сплошная горизонтальная линия изображает среднее, прямоугольник изображает от 25-го до 75-го 

процентиля, а линии указывают минимальный диапазон значений. На фиг. 54D показаны характерные 

данные двух независимых экспериментов. 

На фиг. 55 представлена серия графиков, на которых продемонстрировано, что обработка SMC 

приводит к активации PD-1 в CD8 Т-клетках. Мышам с внутричерепными опухолями СТ-2А перорально 

вводили 75 мг/кг LCL161 (SMC) на 14, 16, 21 и 23 день после имплантации (фиг. 54В). Жизнеспособные 

клетки опухолей СТ-2А обрабатывали проточной цитометрией, используя антитела CD45 (BV605), CD3 

(АРС-Су7), CD8 (РЕ) и PD-1 (BV421). 

На фиг. 56А и 56В показаны графики, демонстрирующие, что SMC и ингибиторы иммунной кон-

трольной точки обладают синергизмом лечения на модели множественной миеломы мыши. Клетки МРС-

11 обрабатывали носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и 0,1 нг·мл
-1

 TNF-альфа, 250 Ед мл-1 IFN-α или 

250 Ед мл-1 TNF-α (фиг. 55А). Жизнеспособность определяли в анализе Alamar blue через 48 ч после 

обработки. Шкалы ошибок, среднее, стандартное отклонение n=4 Статистическую значимость сравнива-

ли с обработкой носителем и BSA, используя ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. 

На значимость указывали, если р<0,0001 (***). Показаны характерные данные трех независимых экспе-

риментов с использованием биологических повторов. Клетки МРС-11 диссоциировали и анализировали 

проточной цитометрией с РЕ-Су7-конъюгированным изотипом IgG или PD-L1 (фиг. 56В). 

На фиг. 57А-57С представлены графики, демонстрирующие, что комбинация SMC и антител, наце-

ленных на ингибиторы иммунной контрольной точки, в модели рака молочной железы у мышей. Анализ 

жизнеспособности клеток ЕМТ6, обработанных носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) и 0,1 нг·мл
-1

 TNF-

α, 250 Ед мл-1 TNF-α или 0,1 MOI VSV∆51 в течение 48 ч (фиг. 57А). Шкалы ошибок, среднее ± стан-

дартное отклонение n=4 Статистическую значимость сравнивали с обработкой носителем и BSA, исполь-

зуя ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. На значимость указывали, если р<0,0001 

(***). Показаны характерные данные трех независимых экспериментов с использованием биологических 

повторов. Клетки ЕМТ6 диссоциировали и готовили для проведения проточной цитометрии с РЕ-Су7-

конъюгированным изотипом IgG или PD-L1 (фиг. 57В). Показаны характерные данные трех независимых 

экспериментов. Мышам с опухолью ~100 мм
3
 ЕМТ6-Fluc в указанное время после имплантации вводили 

PBS или 5×10
8
 PFU VSV∆51, внутримышечно, а затем носитель или 50 мг/кг LCL161 (SMC), перорально, 

и 250 мкг IgG или α-PD-1, внутрибрюшинно (фиг. 55С). На левой панели показан рост опухоли. Шкала 

ошибок, среднее, стандартная ошибка, среднее значение. На правой панели представлена кривая Капла-

на-Мейера, изображающая выживание мышей. Множественное сравнение лог-рангового критерия и кри-

терия Холма-Сайдака: *, р<0,05; **, р<0,01. Числа в круглых скобках представляют количество мышей 

на группу. 

На фиг. 58А и 58В показаны графики, демонстрирующие, что SMC увеличивает иммунный ответ в 

присутствии клеток глиобластомы. Экспрессия указанных факторов была обнаружена с помощью ELISA 

на супернатантах клеточной культуры клеток СТ-2А, которые инкубировали в течение 48 ч совместно со 

спленоцитами, выделенными из наивных мышей или из мышей, ранее излеченных от внутричерепных 

опухолей СТ-2А с помощью совместно введения SMC и анти-PD-1 (соотношение клеток СТ-2А к спле-

ноцитам 1:20, фиг. 58А). Кресты указывают среднее, сплошная горизонтальная линия изображает сред-

нее, прямоугольник изображает от 25-го до 75-го процентиля, а линии указывают минимальный диапа-

зон значений. Статистическую значимость сравнивали с наивными CD8+ Т-клетками, которые оценива-

ли с помощью ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. *, р<0,05; **, р<0,01; ***, 

р<0,001. Указанные цитокины определяли с помощью ELISA из клеток СТ-2А, которые были сокульти-

вировали вместо со спленоцитами, полученными из наивных мышей или излеченных мышей, и обраба-

тывали носителем или 5 мкМ LCL161 (SMC) в течение 48 ч (фиг. 58В). Кресты указывают среднее, 

сплошная горизонтальная линия изображает среднее, прямоугольник изображает от 25-го до 75-го про-

центиля, а линии указывают минимальный диапазон значений. Статистическую значимость сравнивали 

для носителя и для Т-клеток, обработанных IgG, как было оценены с помощью ANOVA при многократ-

ном сравнительном тесте Dunnett. ** p<0,01; ***, р<0,001. 

На фиг. 59А-59Е представлены изображения и графики, показывающие, что CD8+ Т-клетки необ-

ходимы для синергизма SMC и ингибиторов иммунной контрольной точки для лечения глиобластомы. 

Экспрессия указанных иммунных факторов была обнаружена с помощью ELISA на супернатантах кле-

точной культуры клеток СТ-2А, которые инкубировали в течение 48 ч совместно со спленоцитами, вы-

деленными из наивных мышей или из мышей, ранее излеченных от внутричерепных опухолей СТ-2А с 

помощью совместного введения SMC и анти-PD-1 (соотношение клеток СТ-2А к спленоцитам 1:20, фиг. 

59А). Данные строили как карты тепла с использованием нормированного масштабирования. Карты с 

прямоугольниками и линиями показаны на фиг. 58А. Количественное определение указанных факторов 
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определяли с помощью ELISA из клеток СТ-2А, которые были культивировали вместе со спленоцитами, 

полученными из наивных мышей или из излеченных мышей, и обрабатывали носителем или 5 мкМ 

LCL161 (SMC) в течение 48 ч (фиг. 59В). Спленоциты наивных или излеченных мышей культивировали 

совместно с клетками СТ-2А, меченными mKAte2 (CT-2A-mKate2) в присутствии 20 мкг мл-1 контроль-

ного IgG или анти-PD1 и 5 мкМ указанного SMC (фиг. 59С). Нумерацию клеток CT-2A-mKate2 проводи-

ли с использованием Incucyte Zoom. Кресты указывают среднее, сплошная горизонтальная линия изо-

бражает среднее, прямоугольник изображает от 25-го до 75-го процентиля, а линии указывают мини-

мальный диапазон значений. Значимость сравнивали с наивными спленоцитами, как оценено с помощью 

ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. Значимость указывали как *, если <0,0001. 

n=6 для наивных мышей, и n=6 для излеченных мышей. Масштабная линейка, 100 мкм. Мышам C57BL/6 

с внутричерепной опухолью СТ-2А вводили в указанный день комбинации IgG (в.б.) и носителя (перо-

рально) или α-PD-1 (в.б.) и 75 мг кг
-1

 LCL161 (перорально) и в.б. любой из IgG, α-CD4 или α-CD8 (все 

антитела составляли 250 мкг, фиг. 59D). Голые мыши CD-1 с внутричерепными опухолями СТ-2А полу-

чали в указанное время комбинации носителя или 75 мг кг
-1

 LCL161, перорально, и PBS или 250 мкг IgG 

или α-PD-1, внутрибрюшинно (в.б., фиг. 59Е). Данные представляют собой кривую Каплана-Мейера, 

изображающую выживание мышей. Множественное сравнение лог-рангового критерия и критерия Хол-

ма-Сайдака: *, р<0,05; **, р<0,01. Числа в круглых скобках представляют количество мышей на группу. 

На фиг. 60 показана серия графиков, на которых показано, что комбинированное лечение SMC и 

ингибитором иммунной контрольной точки приводит к повышению системного присутствия провоспа-

лительных цитокинов. Сыворотку мышей анализировали мультиплексным ELISA для количественного 

определения указанных белков. Кресты указывают среднее, сплошная горизонтальная линия изображает 

среднее, прямоугольник изображает от 25-го до 75-го процентиля, а линии указывают минимальный 

диапазон значений. Значимость сравнивали у мышей, которым вводили носитель и IgG, как было оцене-

но с помощью ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. *, p<0,05. n=6 для каждой 

группы лечения. 

На фиг. 61A-61G представлены графики, на которых показано, что введение SMC и ингибитора 

иммунной контрольной точки на моделях глиобластомы у мышей приводит к изменениям инфильтрации 

иммунными эффекторными клетками. Мыши с внутричерепными опухолями СТ-2А получали в указан-

ное время носитель или 75 мг кг
-1

 LCL161, перорально (SMC) и 250 мкг IgG или α-PD-1, внутрибрюшин-

но (фиг. 61А). Мышей умерщвляли на 27 день после имплантации. Жизнеспособные Т-клетки, выделен-

ные из опухолей, анализировали проточной цитометрией, используя следующие антитела: CD45 (РЕ-

Су5), CD3 (АРС), CD4 (РЕ-Су7), CD8 (BV786), CD25 (BV605) и PD-1 (BV421, фиг. 61В-61Е). Жизнеспо-

собные клетки эксперимента, описанного в (а), анализировали проточной цитометрией, используя сле-

дующие антитела: CD45 (BV605), CD11b (АРС-Су7), Gr1 (BV786), F4/80 (РЕ) и CD3 (АРС; и фиг. 61F и 

61G). Все панели: кресты указывают среднее, сплошная горизонтальная линия изображает среднее, пря-

моугольник изображает от 25-го до 75-го процентиля, а линии указывают минимальный диапазон значе-

ний. Значимость сравнивали у мышей, которым вводили носитель и IgG, как было оценено с помощью 

ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. *, p<0,05, **, р<0,01. n=6 для каждой группы 

лечения. 

На фиг. 62A-62G представлены графики и изображения, на которых показано, что комбинация SMC 

и ингибитора иммунной контрольной точки вызывает ответ провоспалительных цитокинов, и эффектив-

ность зависит от сигнального пути IFN типа I. Жизнеспособные клетки опухолей головного мозга выде-

ляли и готовили для проведения цитометрии, используя следующие антитела: CD45 (BV605), CD3 (АРС-

Су7), Cd4 (PE-Cy7), CD8 (BV786/0), IFN-γ (BV421), TNF-α (PE) and GrzB (AF647; фиг. 62A-62D). Кресты 

указывают среднее, сплошная горизонтальная линия изображает среднее, прямоугольник изображает от 

25-го до 75-го процентиля, а линии указывают минимальный диапазон значений. Значимость сравнивали 

у мышей, которым вводили носитель и IgG, как было оценено с помощью ANOVA с множественным 

сравнительным тестом Dunnett. *, p<0,05. n=6 для каждой группы лечения. Сыворотку мышей анализи-

ровали мультиплексным ELISA для количественного определения указанных белков (фиг. 62Е). Данные 

строили как карты тепла, используя нормированное масштабирование. n=6 для каждой группы лечения. 

Мышей обрабатывали, и внутричерепные опухоли СТ-2А подвергали количественному анализу 176 ге-

нов цитокинов и хемокиновов с помощью ОТ-кПЦР (фиг. 62F). Показаны нормализованные карты тепла 

двух основных групп, идентифицированных с помощью иерархической кластеризации. n=4 для каждой 

группы лечения. Мышам с внутричерепными опухолями СТ-2А в указанный день после имплантации 

вводили носитель или 75 мг кг
-1

 LCL161 (перорально) или внутрибрюшинно вместе с соответствующим 

контролем с изотипом IgG или 2,5 мг α-IFNAR1, 350 мкг α-IFN-γ или 250 мкг α-PD-1 (фиг. 62G). Значи-

мость сравнивали у мышей, которым вводили носитель и IgG, как было оценено с помощью ANOVA с 

множественным сравнительным тестом Dunnett. *, p<0,05. Цифры в скобках обозначают число мышей на 

группу. 

На фиг. 63 представлено изображение, показывающее, что гены провоспалительных цитокинов и 

хемоаттрактантных хемокинов активируются комбинированной обработкой SMC и ингибитором иммун-
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ной контрольной точки. Внутричерепные опухоли СТ-2А подвергали количественному анализу 176 ге-

нов цитокинов и хемокинов с помощью ОТ-кПЦР. Показаны нормализованные карты тепла основных 

групп, идентифицированных с помощью иерархической кластеризации. n=4 для каждой группы лечения. 

На фиг. 64 показана серия графиков, на которых продемонстрировано, что SMC усиливают кло-

нальное увеличение CD8+ Т-клеток в присутствии мишеневых клеток глиобластомы. Выделенные из 

селезенки CD8+ Т-клетки, полученные у мышей, ранее излеченных от опухолей СТ-2А, помещали на 

CFSE и инкубировали вместе с клетками СТ-2А (соотношение 10:1) в течение 96 ч в присутствии носи-

теля или 5 мкМ LCL161 (SMC) или 20 мкг мл-1 контрольного IgG или анти-PD1. Жизнеспособные клет-

ки анализировали проточной цитометрией. Значимость сравнивали у мышей, которым вводили носитель 

и IgG, как было оценено с помощью ANOVA с множественным сравнительным тестом Dunnett. *, р<0,05, 

**, р<0,01. n=6 для каждой группы лечения. 

На фиг. 65А-65С представлены графики и изображения, на которых показано, что провоспалитель-

ный цитокин TNF-α требуется для гибели клеток глиобластомы, опосредованной Т-клетками, при обра-

ботке миметиком Smac и ингибитором иммунной контрольной точки. Выделенные CD8 Т-клетки, полу-

ченные из селезенки и лимфатических узлов мышей, ранее излеченных от внутричерепных опухолей СТ-

2А, культивировали вместе с клетками СТ-2А в присутствии носителя или 5 мкМ LCL161 и 20 мкг мл-1 

изотипа IgG или α-PD-1 в течение 24 ч. Жизнеспособные Т-клетки анализировали проточной цитометри-

ей, используя следующие антитела: CD3 (АРС-Су7), CD8 (BV711), GrzB (AF647) и TNF-α (РЕ; фиг. 

65А). Кресты указывают среднее, сплошная горизонтальная линия изображает среднее, прямоугольник 

изображает от 25-го до 75-го процентиля, а линии указывают минимальный диапазон значений. Значи-

мость сравнивали у мышей, которым вводили носитель и IgG, как было оценено с помощью ANOVA с 

множественным сравнительным тестом Dunnett. *, p<0,05, **, р<0,01. n=6 для каждой группы лечения. 

CD8+ Т-клетки культивировали вместе с клетками СТ-2А, меченными тагом mKate (CT-2A-mKate2) в 

течение 72 ч в присутствии носителя или 5 мкМ LCL161 и 20 мкг/мл контрольного IgG, α-PD-1 или α-

TNF-α (фиг. 65В). Нумерация mKate2-позитивных клеток была получена с помощью программы Incucyte 

Zoom. Кресты указывают среднее, сплошная горизонтальная линия изображает среднее, прямоугольник 

изображает от 25-го до 75-го процентиля, а линии указывают минимальный диапазон значений. Значи-

мость сравнивали у мышей, которым вводили носитель и IgG, как было оценено с помощью ANOVA с 

множественным сравнительным тестом Dunnett. p<0,01; ***, р<0,001. n=6 для каждой группы лечения. 

Масштабная линейка, 100 мкм. Мышам с внутричерепными опухолями СТ-2А в указанный день после 

имплантации вводили носитель или 75 мг кг
-1

 LCL161 (перорально) или внутрибрюшинно вместе с соот-

ветствующим контролем с изотипом IgG или 500 мкг α-PD-1 (фиг. 65С). Значимость сравнивали у мы-

шей, которым вводили носитель и IgG, как было оценено с помощью ANOVA с множественным сравни-

тельным тестом Dunnett. **, р<0,01. Числа в круглых скобках представляют количество мышей на груп-

пу. 

На фиг. 66 схематично показано, что SMC являются иммунорегуляторными препаратами, которые 

действуют на опухолевые и иммунные клетки, чтобы уничтожить злокачественное новообразование по-

средством врожденной и адаптивной иммунной системы. Показана модель, изображающая единствен-

ный агент и комбинаторное иммуномодулирующее действие миметиков Smac на основе результатов ав-

торов изобретения. Эффект антагонизма IAP на этих иммунных или опухолевых клетках описан ниже: 

(1) SMC стимулирует продукцию цитокинов и хемокинов различных иммунных клеток, таких как мак-

рофаги или Т-клетки, что приводит к инфильтрации иммунными клетками микроокружения опухоли. (2) 

обработка SMC снижает популяцию иммуносупрессивных макрофагов М2 и одновременно увеличивает 

провоспалительную популяцию M1. (3) SMC уменьшают количество cIAP1 и cIAP2 и повышают чувст-

вительностью опухоли к гибели под действием иммунных лигандов, таких как TNF-α или TRAIL1. 

Смерть опухолевых клеток ощущается иммунной системой, что приводит к праймированию цитотокси-

ческого Т-клеточного ответа (CTL). (4) SMC стимулируют сигнальный путь CD40L/CD40, представителя 

семейства TNF/TNFR, на антигенпредставляющих клетках (АРС) для ускорения дифференцировки и со-

зревания дендритных клеток (DC) и макрофагов. АРС презентируют опухолевые антигены иммунной 

системе и затем высвобождают цитотоксические воспалительные цитокины. (5) В результате деградации 

cIAP1 и cIAP2 под действием обработки SMC, SMC активируют альтернативный путь NF-кВ, снимая 

потребность в лиганде суперсемейства TNF (например, 4-1ВВ) и, следовательно, давая косимуляторный 

Т-клеточный сигнал, (6) Было показано, что SMC повышают гибель клеток, опосредованную CTL и при-

родными киллерными клетками. Гибель клеток, опосредованная Гранзимом В, блокируется Х-связанным 

IAP, XIAP, и этот блок можно снять высвобождением Smac из митохондрий или его мимитическим пре-

паратом SMC13-15. 

На фиг. 67 схематично показаны совместные и дополняющие механизмы для синергитического эф-

фекта SMC и ингибиторов контрольных точек иммунного ответа (ICI). (1) Наличие терапевтических ре-

комбинантных антител, которые блокируют направление PD-1/PD-L1, обеспечивает сигнальный путь Т-

клеточного рецептора (TCR) CD8+ Т-клетки при его связывании с антигеном, презентированным злока-

чественными клетками посредством молекулы главного комплекса гистосовместимости I (MHC-I). Па-
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раллельное истощение IAP при лечении SMP может усилить активацию Т-клеток, вероятно, путем воз-

никновения одновременного стимулирующего ответа суперсемейства рецепторов фактора некроза опу-

холи (TNFRSF) (аналогично активации 4-1ВВ или ОХ40), что приводит к усиленной активации и увели-

чению количества опухолеспецифических CD8+ Т-клеток. В результате секретируются Гранзим В (GrzB) 

и Перфорин (Pfn) для уничтожения клеток-мишеней. (2) SMC-опосредованный антагонизм ингибитора 

casp-3, XIAP, может привести к усиленной гибели опухолевых клеток под действием GrzB. (3) Истоще-

ние cIAP1 и cIAP2 под действием SMC приводит к усилению местной продукции TNF-α T-клетками в 

микроокружении опухоли, что, вероятно, опосредуется активацией альтернативного пути NF-κВ. (4) В 

результате исчезновения cIAP1/2, обработанные SMC злокачественные клетки становятся чувствитель-

ными к клеточной гибели, вызванной присутствием провоспалительных цитокинов, таких как TNF-α. 

На фиг. 68A-68D показаны изображения, демонстрирующие полноразмерные Вестерн-блоты. 

Подробное описание изобретения 

Настоящее изобретение относится к способам и композициям для повышения эффективности со-

единений-миметиков Smac (SMC) при лечении злокачественного новообразования. В частности, настоя-

щее изобретение относится к способам и композициям для комбинированной терапии, которая включает 

SMC и второй агент, который стимулирует один или несколько путей клеточной гибели, которые инги-

бированы cIAP1 и/или cIAP2. Вторым агентом может быть, например, агонист TLR вируса, такого как 

онколитический вирус, или интерферон или связанный с ним агент. 

Представленные в настоящем документе данные демонстрируют, что терапия агентом и SMC при-

водит к регрессии опухоли и долговременному излечению in vivo (см., например, пример 1). Такая ком-

бинированная терапия хорошо переносилась мышами, при этом вес тела возвращался к уровням до лече-

ния вскоре после прекращения терапии. Протестированная комбинированная терапия способна осущест-

влять лечение на некоторых моделях рефрактерных агрессивных видов злокачественных новообразова-

ний у мышей. Специалисту в данной области на основании раскрытия и данных, представленных в на-

стоящем документе, будет понятно, что любой, один или несколько, из множества SMC и любой, один 

или несколько, из множества агентов, таких как агонист TLR, патоген или миметик патогена, могут быть 

объединены в одном или нескольких вариантах осуществления настоящего изобретения, таким образом, 

что происходит стимуляция апоптоза и лечение злокачественного новообразования. 

Несмотря на то, что были предприняты другие подходы к усовершенствованию терапии SMC, 

очень редко отмечали полные ответы, особенно на агрессивных иммунокомпетентных модельных систе-

мах. Некоторые варианты осуществления настоящего изобретения, включая лечение злокачественного 

новообразования миметиком патогена, например миметиком патогена с механизмом действия, частично 

зависящим от TRAIL, могут иметь определенные преимущества. Во-первых, этот подход может вызвать 

опосредованный TNF-альфа апоптоз и некроптоз: учитывая пластичность и гетерогенность некоторых 

видов злокачественного новообразования в стадии прогрессирования, способы лечения, которые одно-

временно вызывают несколько различных механизмов клеточной гибели, могут иметь большую эффек-

тивность, чем такие, которые не вызывают такого эффекта. Во-вторых, миметики патогенов могут вызы-

вать интегрированный врожденный иммунный ответ, который включает уровни отрицательной обратной 

связи. Эти механизмы обратной связи могут воздействовать на реакцию цитокинов способом, который 

трудно повторить при использовании рекомбинантных белков, и, таким образом, действовать для гаран-

тии подхода с комбинированной терапией. 

Множественная миелома (ММ) представляет собой неизлечимое злокачественное новообразование, 

которое характеризуется быстрым распространением плазматических клеток в костном мозге. ММ явля-

ется вторым наиболее распространенным гематологическим злокачественным заболеванием, и средняя 

выживаемость при ней составляет всего три-пять лет после диагностирования. Клетки ММ вызывают 

резорбцию кости, приводящую к переломам и подавлению иммунитета, когда они захватывают компар-

тмент костного мозга. ММ клетки могут распространяться в другие ткани с образованием плазмоцито-

мов, и заболевание может переходить в агрессивную лейкозную стадию. Современная терапия может 

продлить жизнь и смягчить симптомы, но не является средством излечения. Новые способы лечения 

крайне необходимы для борьбы с резистентностью к лечению и неизбежным рецидивом. 

На ранних стадиях заболевания злокачественные клетки зависят от микроокружения костного моз-

га, в частности, от TNFα и интерлейкина-6 (IL-6) клеток микроокружения костного мозга. По мере про-

грессирования болезни клетки становятся независимыми от своего окружения и выживают при высокой 

аутокринной продукции TNFα. На всех стадиях клетки имеют высокий уровень сигнального пути NF-

κВ, что повышает их выживаемость, частично из-за присущих мутаций в ключевых компонентах пути. 

Нацеливание на путь NF-κВ в ММ способствует повышению эффективности многих стандартных тера-

певтических средств, используемых при ММ, таких как ингибитора протеасом бортезомаба, иммуномо-

дулирующего средства (IMiDs) талидомида и леналидомида и синтетического глюкокортикоида декса-

метазона. 

TNFα-опосредованный сигнальный путь NF-κВ-может быть переключен с предварительного сиг-

нального пути выживания на апоптотический сигнальный путь вместе с удалением клеточных ингибито-
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ров апоптоза (cIAP); этот процесс, по-видимому, является селективным для злокачественных клеток. 

cIAP1 и cIAP2 действуют взаимозаменяемо как Е3-лигазы у всех членов суперсемейства рецепторов 

TNFα, либо убиквитинируя специфические белки с образованием каркаса для сигнальных комплексов, 

либо нацеливая их на деградацию. Примеры этого можно увидеть в обоих разветвлениях пути NF-κВ: 

RIP1 убиквитинирован посредством связей K63 с образованием каркаса сигнального комплекса, который 

необходим для активации классического пути, а NIK получает сигнал на K48-связанное убиквитиниро-

вание и деградацию, и сохраняет альтернативный путь неактивным (фиг. 35). SMC являются новым 

классом противораковых терапевтических препаратов, которые имитируют эндогенный белок Smac, ко-

торый участвует в активации собственного пути апоптоза. Пептид Smac и SMC связываются с доменом 

BIR cIAP, что приводит к их авто-убиквитинированию, нацеливая их на протеасомную деградацию. Ко-

гда RIP1 больше не убиквитирован, он становится свободным и образует рипоптосомы, инициируя кас-

падный каскад и гибель клеток. 

Было показано, что SMC и TNFα обладают сильным синергетическим действием и индуцируют 

опосредованный NF-κB апоптоз во многих линиях злокачественных клеток. SMC также обладает синер-

гизмом в отношении уничтожения злокачественных клеток в комбинации с другими воспалительными 

цитокинами, такими как IFN, которые могут быть индуцированы агонистами TLR или онколитическими 

вирусами. SMC даже могут стандартизировать терапевтические средства, используемые для лечения 

ММ, на усиление апоптоза злокачественных клеток. Некоторые клинические испытания, которые в на-

стоящее время проводятся для оценки эффективности SMC вместе с химиотерапией при ММ, а также 

при других видах злокачественных новообразований, показали большой терапевтический потенциал. 

Активация иммунной системы увеличивает продукцию цитокинов, что является преимуществом 

для SMC-опосредованного уничтожения клеток ММ. Однако такая продукция цитокинов может иметь 

нежелательные последствия для клеток ММ. Было показано, что многие стимуляторы врожденной им-

мунной системы, такие как IFN и агонисты TLR, активируют лиганды контрольной точки PD-1 иммун-

ного ответа. PD-1 экспрессируется на поверхности Т-клеток и NK-клеток. Когда PD-1 связывается со 

своими лигандами, PD-L1 и PD-L2, он действует как соингибирующий сигнал для рецептора Т-клеток и 

подавляет цитотоксическую способность Т-клеток. PD-L1 экспрессируется конститутивно при низких 

уровнях во многих тканях и может быть активирован, предположительно, для предотвращения аутоим-

мунных реакций. Однако, PD-L1 активируется на злокачественных клетках, что приводит к ускользанию 

клеток от распознавания адаптивной иммунной системой. В частности, PD-L1 может быть активирован 

при ММ в ответ на агонисты IFNγ и TLR, такие как LPS. PD-L2 имеет гораздо более селективную экс-

прессию по сравнению с PD-L1. Он присутствует в подмножестве В-клеток и активируется на выбран-

ных клетках в ответ на сильный сигнал пути NF-κВ или STAT6. 

SMC также могут влиять на функцию Т-клеток у мышей, обработанных SMC, как in vitro, так и in 

vivo, например, увеличивая пролиферации, усиливая продукцию цитокинов активированных Т-клеток, 

экстрагированных из селезенки мыши после воздействия SMC, и увеличивая продукцию цитокинов NKT 

и NK-клеток. Кроме того, мыши, обработанные SMC, демонстрируют наличие гиперреактивных Т-

клеток при антигенной стимуляции. Поэтому, комбинированная терапия на основе SMC может не только 

усилить апоптоз клеток при ММ, но также стимулировать селективный адаптивный ответ. Комбиниро-

вание SMC и стимуляторов врожденного иммунного ответа или ингибиторов контрольных точек иммун-

ного ответа (ICI) может быть лучшим подходом для того, чтобы преодолеть сильный сигнальный путь 

выживания, которые получают клетки ММ. 

Злокачественные клетки способны манипулировать многими подходами к выживанию, которые ис-

пользуются здоровыми клетками, что делает их устойчивыми к "сигналам смерти". Клетки ММ, в част-

ности, способны дополнительно усиливать конститутивную передачу сигналов NF-κВ, используемую в 

плазматических клетках, что делает их устойчивыми к сигналам апаптоза. Это достигается за счет увели-

чения экспрессии генов-мишеней сигнального пути выживания NF-κВ, таких как IL-6 и TNFα. Кроме 

того, клетки ММ способны усилить экспрессию ингибиторов контрольных точек, которые, по-видимому, 

используются для защиты клеток от воспалительного и цитотоксического воздействия среды; что помо-

гает им избегать обнаружения Т-клетками и NK-клетками. Нацеливание одновременно на устойчивость к 

апоптозу и на ускользание от обнаружения иммунной системой при ММ делает возможным преодолеть 

два основных аспекта резистентности лечения при этом заболевании. 

Блокада PD-1 эффективна для замедления прогрессирования ММ и значительного увеличения вре-

мени выживания у мышей, как показано на примере сингенной модели ММ у мышей. Использование 

моноклонального антитела против PD-1 имеет несколько преимуществ по сравнению с альтернативными 

подходами к блокаде контрольных точек иммунного ответа. Во-первых, оно способно блокировать свя-

зывание обоих лигандов PD-L, PD-L1 и PD-L2. Большое число злокачественных опухолей способны ак-

тивировать PD-L1 в ответ на лечение интерфероном, a PD-1/PD-L1 активируются у пациентов с ММ по-

сле лечения. Кроме того, подмножество незрелых В-клеток, называемых клетками В1, которые секрети-

руют неспецифические антитела, показали высокую экспрессию PD-L2. Более того, экспрессия PD-L2 

может повышаться в ответ на определенные стимулы, такие как активация NF-κВ и STAT6, что показы-
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вает важность изучения уровней экспрессии обоих лигандов на клетках ММ. Клетки ММ человека спо-

собны активировать оба лиганда PD-1, делая их уникальными по сравнению с солидными раками. Хотя 

это предполагает, что терапия моноклональными антителами, нацеленными только на PD-L1 (например, 

BMS-936559/MDX-1105 от Bristol-Myers Squibb, MPDL3280A от Genentech, MEDI4000 от MedImmune и 

алвелумаб от EMD Serono) будет менее эффективна лечения с нацеливанием на PD-1 (например, ниво-

лумаб от Bristol-Myers Squibb пембролизумаб от Merck и пидилизумаб от Curetech), было показано, что 

использование анти-PD-1 антител при ММ имеет значение. 

Во-вторых, подходы с нацеливанием на PD-1, могут иметь эффект для более сильного ответа про-

тив злокачественного новообразования по сравнению с другими ICI, такими как анти-CTLA-4. Отличие в 

активности могут быть обусловлено особой ролью этих молекул в регуляции Т-клеток. PD-1 часто 

встречается на CD8+ Т-клетках, и взаимодействие с его лигандом ингибирует цитотоксический ответ, 

активируемый сигналами TCR. Напротив, CTLA-4 играет более заметную роль в вторичных лимфоид-

ных тканях на регуляторных Т-клетках. Связывание CTLA-4 с его рецептором, CD28, превосходит и да-

же ингибирует, активирующие лиганды CD28 и вызывает ослабление распространения вторичного клона 

Т-клеток. Вполне возможно, что отсутствие эффективности лечения анти-CTLA-4 в примере 3 указывает 

на проникновение ММ во вторичные лимфоидные органы. Это может поставить под угрозу эффектив-

ность анти-CTLA4 либо под действием популяции CD4+ Т-клеток, которая пропорционально ниже в за-

родышевых центрах, либо при затруднении инфильтрации Т-клетками во вторичные лимфоидные орга-

ны. В экстрамедуллярной ММ клетки могут образовывать плазмоцитомы в селезенке и лимфатических 

узлах, что часто наблюдается на поздних стадиях ММ на модели мыши, как описано в примере 3. Таким 

образом, очевидно, что зародышевые центры скомпрометированы клетками МРС-11. 

SMC 

SMC по настоящему изобретению может быть любой низкомолекулряной молекулой, соединением, 

полипептидом, белком или любым его комплексом, который способен или который, как предполагается, 

способен ингибироовать cIAP1, cIAP2 и/или XIAP и, необязательно, проявлять одну или несколько до-

полнительных активностей эндогенных Smac. SMC по настоящему изобретению способен усиливать 

апоптоз, имитируя одну или несколько активностей эндогенного Smac, включая, но не ограничиваясь 

этим, ингибирование cIAP1 и ингибирование cIAP2. Эндогенной активностью Smac может быть, напри-

мер, взаимодействием с конкретным белком, ингибирование функции конкретного белка или ингибиро-

вание конкретного IAP. В конкретных вариантах осуществления SMC ингибирует как cIAP1, так и 

cIAP2. В некоторых вариантах осуществления SMC ингибирует один или несколько других IAP, кроме 

cIAP1 и cIAP2, таких как XIAP или Livin/ML-IAP, содержащий единичный BIR IAP. В конкретных вари-

антах осуществления SMC ингибирует cIAP1, cIAP2 и XIAP. В любом варианте осуществления, вклю-

чающем SMC и иммунный стимулятор, SMC, имеющий определенную активность, может быть выбран 

для образования комбинации с одним или несколькими конкретными иммунными стимуляторами. В лю-

бом варианте осуществления настоящего изобретения SMC может быть способен к действиям, на кото-

рые Smac не способен. В некоторых случаях эти дополнительные активности могут повышать эффектив-

ность способов или композиций по настоящему изобретению. 

Лечение с помощью SMC может истощать клетки cIAP1 и cIAP2, например, путем индукции ауто- 

или транс-убиквитинирования и протеасомально-опосредованной деградации. SMC могут также подав-

лять подавление каспазы XASAP. SMC могут в первую очередь функционировать, нацеливаясь на cIAP1 

и 2, а также путем преобразования TNFα и других цитокинов или лигандов смерти сигнального пути 

выживаемости в "сигнал смерти", например, в случае злокачественных клеток. 

Некоторые SMC ингибируют по меньшей мере XIAP и cIAP. Такие "pan-IAP" SMC могут вмеши-

ваться в несколько различных, но взаимосвязанных этапов программированной гибели клеток. Эта ха-

рактеристика сводит к минимуму возможности возникновения резистентности к лечению panIAP SMC 

злокачественного новообразования, так как такой SMC влияет на большое число путей гибели, что обес-

печивает синергетическое взаимодействие с существующими и возникающими средствами лечения зло-

качественных новообразований, которые активируют различные пути апоптоза, в которые могут быть 

вовлечены SMC. 

Один или несколько воспалительных цитокинов или лигандов смерти, таких как TNFα, TRAIL и IL-

1β, обладают сильным синергетическим действием вместе с терапией SMC на многие клеточные линии, 

полученных из опухолей. Таким образом, стратегии повышения концентрации лигандов смерти в опухо-

лях, обработанных SMC, в частности используя подходы, которые ограничивают токсичность, обычно 

связанную с терапией рекомбинантными цитокинами, являются очень привлекательными. TNFα, TRAIL 

и десятки других цитокинов и хемокинов могут активированы в ответ на распознавание патогена врож-

денной иммунной системой индивида. Важно отметить, что этот базовый ответ на микробные патогены 

обычно является самоограничивающим и безопасным для индивида из-за строгой отрицательной регуля-

ции, которая ограничивает силу и продолжительность его активности. 

SMC могут быть рационально разработаны на основе Smac. Способность соединения усиливать 

апоптоз путем имитации одной или нескольких функций или действий эндогенного Smac может быть 
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предсказана на основе сходства с эндогенными Smac или известными SMC. SMC может представлять 

собой соединение, полипептид, белок или комплекс из двух или более соединений, полипептидов или 

белков. 

В некоторых случаях SMC представляют собой низкомолекулярные молекулы IAP-антагонистов на 

основе N-концевой тетрапептидной последовательности (выявленной после обработки) полипептида 

Smac. В некоторых случаях SMC представляет собой мономер (моновалентный) или димер (двухвалент-

ный). В частности, SMC включает 1 или 2 фрагмента, которые имитируют тетрапептидную последова-

тельность AVPI из Smac/DIABLO, второго митохондриального активатора каспаз, или других подобных 

IBM (например, IAP-связывающих мотивов других белков, таких как casp9). Димерный SMC по настоя-

щему изобретению может быть гомодимером или гетеродимером. В некоторых вариантах осуществления 

субъединицы димера связаны различными линкерами. Линкеры могут находиться в одном и том же оп-

ределенном месте любой субъединицы, а также могут быть расположены в разных точках присоедине-

ния (которые могут быть положениями "а.к.", Р1, Р2, Р3 или Р4, иногда имеется группа Р5). В различных 

расположениях субъединицы димера могут находиться в разной ориентации, например, "голова-хвост", 

"голова-голова" или "хвост-хвост". Гетеродимеры могут содержать два разных мономера с различной 

аффинностью для разных доменов BIR или разных IAP. Альтернативно, гетеродимер может включать 

мономер Smac и лиганд для другого рецептора или мишени, который не является IAP. В некоторых слу-

чаях SMC может быть циклическим. В некоторых случаях SMC может быть тримерным или мультимер-

ным. Мультимеризованный SMC может иметь повышенную в 7000 раз или более активность, например в 

10, 20, 30, 40, 50, 100, 200, 1000, 5000, 7000 раз или более (измеряется, например, с помощью ЕС50 in 

vitro) по сравнению с одним или несколькими соответствующими мономерами. Это может произойти в 

нескольких случаях, например, связывание усиливает убиквитинирование среди IAP или потому, что 

двойное связывание BIR повышает стабильность взаимодействия. Хотя мультимеры, такие как димеры, 

могут проявлять повышенную активность, мономеры могут быть предпочтительными в некоторых вари-

антах осуществления. Например, в некоторых случаях предпочтительным может быть SMC с низкой мо-

лекулярной массой, например, по причинам, связанным с биодоступностью. 

В некоторых случаях настоящего изобретения агент, способный ингибировать cIAP1/2, представля-

ет собой аналог бестатина или Ме-бестатин. Бестатин или аналоги Ме-бестатина могут индуцировать 

автоубиквитинирование cIAP1/2, имитируя биологическую активность Smac. 

В некоторых вариантах настоящего изобретения, комбинирование лечение на основе SMC включа-

ет один или несколько агентов SMC и один или несколько агентов на основе интерферона, таких как ин-

терферон типа 1, интерферон типа 2 и/или интерферон типа 3. Комбинированные методы лечения, вклю-

чая агент на основе интерферона, могут быть использованы для лечения злокачественного новообразо-

вания, такого как множественная миелома. 

В некоторых вариантах осуществления в комбинации с SMC используют VSV, экспрессирующий 

IFN, и, необязательно, экспрессирующий ген, который позволяет получать изображения, такие как NIS, 

симпортер натрий-иодид. Например, такой VSV может использоваться в комбинации с SMC, например, 

миметик Smac SM-1387/APG-1387 от Ascentage, миметик Smac LCL161 от Novartis или Биринапант. Та-

кие комбинации могут быть эффективны для лечения злокачественного новообразования, такого как ге-

патоцеллюлярная карцинома или метастазы в печени. 

В данной области известны различные SMC. Неограничивающие примеры SMC приведены в табл. 

1. Хотя табл. 1 включает предлагаемые механизмы, с помощью которых могут действовать различные 

SMC, способы и композиции по настоящему изобретению не ограничены этими механизмами. 
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Таблица 1 

Соединения-миметики Smac 
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Агенты 

Иммуностимулирующим или иммуномодулирующим агентом по настоящему изобретению может 

быть любой агент, способный индуцировать рецептор-опосредованную апоптозную программу, которая 

ингибируется cIAP1 и cIAP2 в одной или более клетках индивида. Иммунный стимулятор по настоящему 

изобретению может индуцировать апоптозную программу, регулируемую cIAP1 (BIRC2), cIAP2 (BIRC3 

или API2) и, необязательно, одним или несколькими дополнительными IAP, например одним или не-

сколькими белками IAP человека NAIP (BIRC1) XIAP (BIRC4), сурвивин (BIRC5), Apollon/Bruce 

(BIRC6), ML-IAP (BIRC7 или ливин) и ILP-2 (BIRC8). Кроме того, известно, что различные иммуномо-

дуляторы или агенты, такие как антагонисты CpG или IAP, могут изменять контекст иммунных клеток. 

В некоторых случаях иммунный стимулятор может быть агонистом TLR, таким как лиганд TLR. 

Агонист TLR по настоящему изобретению может представлять собой агонист одного или нескольких из 

TLR-1, TLR-2, TLR-3, TLR-4, TLR-5, TLR-6, TLR-7, TLR-8, TLR-9 и TLR-10 человека или связанных с 

ними белков других видов (например, TLR-1-TLR-9 и TLR-11-TLR-13 мыши). TLR могут распознавать 

высококонсервативные структурные мотивы, известные как патоген-ассоциированные микробные пат-

терны (РАМР), которые экспрессируются только микробными патогенами, а также дистресс-

ассоциированные молекулярные паттерны (DAMP), которые являются эндогенными молекулами, высво-

бождаемыми некротическими или разрушающимися клетками. РАМР включают различные компоненты 

клеточной стенки бактерий, такие как липополисахарид (LPS), пептидогликан (PGN) и липопептиды, а 

также флагеллин, бактериальную ДНК и вирусную двухцепочечную РНК. DAMP включают внутрикле-

точные белки, такие как белки теплового шока, а также фрагменты белка из внеклеточного матрикса. 

Агонисты по настоящему изобретению дополнительно включают, например, CpG-

олигодезоксинуклеотиды (CpG ODN), такие как ODN, класс А, В и С CpG, базовые аналоги, нуклеино-

вые кислоты, такие как дцРНК или ДНК патогена, или патогенные или патогеноподобные клетки, или 

вирионы. В некоторых вариантах осуществления агент представляет собой агент, который имитирует 

вирус или бактерии или является синтетическим агонистом TLR. 

В данной области известны различные агонисты TLR. Неограничивающие примеры агонистов TLR 

приведены в табл. 2. Хотя табл. 2 включает предлагаемые механизмы, применения или мишени TLR, с 

помощью которых могут действовать различные агонисты TLR, способы и композиции по настоящему 

изобретению не ограничены этими механизмами, применениями или мишенями. 

Таблица 2 

Агенты: агонисты TLR 
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В других случаях иммунный стимулятор может представлять собой вирус, например, онколитиче-

ский вирус. Онколитический вирус представляет собой вирус, который избирательно заражает, реплици-

рует и/или избирательно убивает раковые клетки. Вирусы по настоящему изобретению включают, без 

ограничения, аденовирусы, вирусы простого герпеса, вирусы кори, вирусы болезни Ньюкасла, парвови-

русы, полиовирусы, реовирусы, вирусы долины Сенеки, ретровирусы, вирусы осповакцины, вирусы ве-

зикулярного стоматита, лентивирусы, рабдовирусы, вирусы sindvis, вирусы Коксаки, поксвирусы и дру-

гие. В конкретных вариантах осуществления настоящего изобретения агент представляет собой рабдови-

рус, например, VSV. Рабдовирусы могут быстро реплицироваться с высоким содержанием IFN. В других 

конкретных вариантах осуществления агент является диким представителем, таким как вирус Мараба, с 

двойной мутацией MG1, вирус Фармингтона, вирус Караджас. Вирусные агенты по настоящему изобре-

тению включают мутантные вирусы (например, VSV с мутацией А51 в матрице или М, белок), трансген-

модифицированные вирусы (например, VSV-hIFNβ), вирусы, несущие -TNFα, -LTα/TNFβ, -TRAIL, FasL, 

-TL1α, химерные вирусы (например, бешенства) или псевдотипированные вирусы (например, вирусы, 

псевдотипированные G-белками из LCMV или других вирусов). В некоторых случаях вирус по настоя-
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щему изобретению будет выбран для снижения нейротоксичности. Вирусы в целом и, в частности, онко-

литические вирусы известны в данной области. 

В некоторых вариантах осуществления агент представляет собой убитую частицу NRRP VSV или 

противоопухолевую вакцину прайм-буст. NRRP представляют собой VSV дикого типа, которые были 

модифицированы для получения инфекционного вектора, который больше не может реплицироваться 

или распространяться, но сохраняет онколитические и иммуностимулирующие свойства. NRRP могут 

быть получены с использованием гамма-облучения, УФ-излучения или бусульфана. Конкретные комби-

нированные терапии включают прайм-буст с адено-MAGE3 (антиген меланомы) и/или Maraba-MG1-

MAGE3. Другие специфические комбинированные методы лечения включают в себя УФ-убитые или 

гамма-облученные убитые VSR NRRP дикого типа. NRRP могут демонстрировать низкую или отсутст-

вующую нейротоксичность. NRRP могут быть использованы, например, при лечении глиомы, гематоло-

гических (жидких) опухолей или множественной миеломы. 

В некоторых случаях агент по настоящему изобретению представляет собой штамм вакцины, ос-

лабленный вирус, или микроорганизм, или убитый вирус, или микроорганизм. В некоторых случаях 

агентом могут быть, например, BCG, живые или мертвые вакцины против бешенства или вакцина против 

гриппа. 

Неограничивающие примеры вирусов по настоящему изобретению, например, онколитических ви-

русов, приведены в табл. 3. Хотя табл. 3 включает предлагаемые механизмы или применения для пред-

ложенных вирусов, способы и композиции по настоящему изобретению не ограничены этими механиз-

мами или их применением. 

Таблица 3 

Агенты 
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Таблица 4 

Список биологических ингибиторов контрольных точек, одобренных Управлением по контролю за про-

дуктами и лекарствами США, или находящихся в процессе клинических испытаний 

 

 
Злокачественная опухоль 

Способы и композиции по настоящему изобретению могут быть использованы для лечения широ-

кого спектра различных типов злокачественных новооброзований. Специалисту в данной области будет 

понятно, что, поскольку клетки многих, если не всех видов рака, способны к апоптозу, опосредованному 

рецептором, способы и композиции по настоящему изобретению широко применимы ко многим, если не 

всем злокачественным заболеваниям. Комбинаторный подход по настоящему изобретению эффективен 

при различных агрессивных, рефрактерных опухолевых моделях. В конкретных вариантах осуществле-

ния, например, злокачественное новообразование, лечение которого можно осуществлять способом по 

настоящему изобретению, может представлять собой рак надпочечников, базально-клеточную карцино-

му, рак желчных путей, рак мочевого пузыря, рак кости, рак головного мозга и другие виды рака цен-

тральной нервной системы (ЦНС) рак молочной железы, рак шейки матки, хориокарцинома, рак толстой 

кишки, колоректальный рак, рак соединительной ткани, рак пищеварительной системы, рак эндометрия, 

эпифарингеальную карциному, рак пищевода, рак глаз, рак желчного пузыря, рак желудка, рак головы и 

шеи, гепатоцеллюлярную карциному, интраэпителиальное новообразование,рак почки, рак гортани, лей-

коз, рак печени, метастазы в печени, рак легких, лимфомы, включая лимфому Ходжкина и неходжкин-

скую лимфому, меланому, миелому, множественную миелому, нейробластому, мезотелиому, нейроглио-

му, миелодиспластический синдром, множественную миелому, рак полости рта (например рак губы, 

языка и глотки), рак яичников, рак у детей, рак поджелудочной железы, панкреатические эндокринные 

опухоли, рак полового члена, опухоли плазматических клеток, аденоматимому гипофиза, рак предста-

тельной железы, карциному почек, рак дыхательной системы, рабдомиосаркому, рак слюнных желез, 

саркому, рак кожи, рак тонкой кишки, рак желудка, рак яичек, рак щитовидной железы, рак мочеточника, 

рак мочевой системы и другие карциномы и саркомы. Другие виды злокачественных новообразований 

известны в данной области. 
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Злокачественное новообразование может быть злокачественным новообразованием, которое не 

подходит для лечения только SMC. Способы и композиции по настоящему изобретению могут быть осо-

бенно эффективны при злокачественных заболеваниях, которые не поддаются лечению только SMC. Как 

правило, злокачественное новообразование, резистентное к лечению только с помощью SMC, может 

быть злокачественным новообразованием, в котором апоптотические пути, опосредованные IAP, значи-

тельно не индуцированы. В конкретных вариантах осуществления злокачественное новообразование по 

настоящему изобретению представляет собой злокачественное новообразование, в котором один или 

несколько апоптотических путей значительно не индуцированы, то есть не активированы таким образом, 

чтобы лечение только SMC было достаточным для эффективного лечения злокачественного новообразо-

вания. Например, злокачественное новообразование по настоящему изобретению может быть злокачест-

венным новообразованием, в котором апоптотический путь, опосредованный cIAP1/2, значительно не 

индуцирован. 

Злокачественное новообразование по настоящему изобретению может быть рефрактерным злокаче-

ственным новообразованием в отношении лечения одним или несколькими агентами. В конкретных ва-

риантах осуществления злокачественное новообразование по настоящему изобретению может быть зло-

качественным новообразованием, рефрактерным в отношении лечения одним или несколькими агентами 

(не SMC), а также рефрактерным в отношения лечения одним или несколькими SMC (не другого агента). 

Составы и введение 

В некоторых случаях доставка "голой", то есть нативной формы, SMC и/или агента может быть до-

статочной для усиления апоптоза и/или лечения рака. SMC и/или агенты могут вводиться в форме солей, 

сложных эфиров, амидов, пролекарств, производных и тому подобного, при условии, что соль, сложный 

эфир, амид, пролекарство или производное являются подходящими фармакологически эффективными, 

например, способными к усилению апоптоза и/или лечения злокачественного новообразования. 

Соли, сложные эфиры, амиды, пролекарства и другие производные SMC или агента могут быть по-

лучены с использованием стандартных процедур, известных в области синтетической органической хи-

мии. Например, кислая соль SMC и/или агентов может быть получена из формы свободного основания 

SMC или агента, используя обычную методику, которая обычно предусматривает взаимодействие с под-

ходящей кислотой. Обычно основную форму SMC или агента растворяют в полярном органическом рас-

творителе, таком как метанол или этанол, и к нему добавляют кислоту. Полученная соль либо выпадает в 

осадок, либо может выводиться из раствора путем добавления менее полярного растворителя. Подходя-

щие кислоты для получения кислотно-аддитивных солей включают, но не ограничиваются ими, как ор-

ганические кислоты, например уксусную кислоту, пропионовую кислоту, гликолевую кислоту, пирови-

ноградную кислоту, щавелевую кислоту, яблочную кислоту, малоновую кислоту, янтарную кислоту, ма-

леиновую кислоту, фумаровую кислоту, винную кислоту, лимонную кислоту, бензойную кислоту, ко-

ричную кислоту, миндальную кислоту, метансульфоновую кислоту, этансульфоновую кислоту, п-

толуолсульфоновую кислоту, салициловую кислоту и тому подобное, так и неорганические кислоты, 

например, хлористоводородную кислоту, бромистоводородную кислоту, серную кислоту, азотную ки-

слоту, фосфорную кислоту и тому подобное. 

Кислотно-аддитивную соль можно преобразовать в свободное основание путем обработки подхо-

дящим основанием. Некоторые типичные кислотно-аддитивные соли SMC и/или агентов, например гало-

генные соли, как таковые могут быть получены с использованием хлористоводородной кислоты или 

бромистоводородной кислоты. И наоборот, получение основных солей SMC и/или агентов по настояще-

му изобретению может быть осуществлено аналогичным образом с использованием фармацевтически 

приемлемого основания, такого как гидроксид натрия, гидроксид калия, гидроксид аммония, гидроксид 

кальция, триметиламин или тому подобное. Некоторые характерные основные соли включают, но не ог-

раничиваются ими, соли щелочных металлов, например натриевую соль и соль меди. 

Получение сложных эфиров может включать функционализацию, например, гидроксильных и/или 

карбоксильных групп, которые присутствуют в молекулярной структуре SMC и/или агентов. В некото-

рых вариантах осуществления сложные эфиры представляют собой ацилзамещенные производные сво-

бодных спиртовых групп, то есть фрагменты, полученные из карбоновых кислот формулы RCOOH, где R 

является алкилом и предпочтительно представляет собой низший алкил. При необходимости эфиры мо-

гут быть преобразованы в свободные кислоты, используя обычные процедуры гидрогенолиза или гидро-

лиза. 

Также могут быть получены амиды, используя способы, известные в данной области. Например, 

амид может быть получен из сложного эфира с использованием подходящих аминных реагентов или по-

лучен из ангидрида или хлорангидрида кислоты путем взаимодействия с аммиаком или низшим алкила-

мином. 

SMC или агент по настоящему изобретению могут быть объединены с фармацевтически приемле-

мым носителем (эксципиентом) с образованием фармакологической композиции. Фармацевтически при-

емлемые носители могут содержать одно или несколько физиологически приемлемых соединений, кото-

рые действуют, например, стабилизируя композицию, увеличения или уменьшения абсорбцию SMC или 

агента или улучшая проникновение через гематоэнцефалический барьер (если необходимо). Физиологи-



046706 

- 63 - 

чески приемлемые соединения могут включать, например, углеводы (например, глюкозу, сахарозу или 

декстраны), антиоксиданты (например, аскорбиновую кислоту или глутатион), хелатирующие агенты, 

низкомолекулярные белки, защитные агенты и усилители захвата (например, липиды), композиции, ко-

торые уменьшают клиренс или гидролиз активных агентов или эксципиентов или других стабилизаторов 

и/или буферов. Другие физиологически приемлемые соединения, в частности, при использовании табле-

ток, капсул, гелевых капсул и тому подобное, включают, но не ограничиваются ими, связующие вещест-

ва, разбавители/наполнители, разрыхлители, смазывающие вещества, суспендирующие агенты и тому 

подобное. В некоторых вариантах осуществления фармацевтическая композиция может усиливать дос-

тавку или эффективность SMC или агента. 

В различных вариантах осуществления SMC или агент по настоящему изобретению могут быть по-

лучены для парентерального, местного, перорального, назального (или иного), ректального или местного 

введения. Введение может происходить, например, трансдермально, профилактически или с помощью 

аэрозоля. 

Фармацевтическую композицию по настоящему изобретению можно вводить в различных стан-

дартных лекарственных формах в зависимости от способа введения. Подходящие стандартные лекарст-

венные формы включают, но не ограничиваются ими, порошки, таблетки, пилюли, капсулы, лепешки, 

суппозитории, пластыри, назальные спреи, составы для инъекций, имплантируемые составы с замедлен-

ным высвобождением и липидные комплексы. 

В некоторых вариантах осуществления эксципиент (например, лактоза, сахароза, крахмал, маннит и 

тому подобное), необязательный разрыхлитель (например, карбонат кальция, карбоксиметилцеллюлоза 

кальция, натрий крахмал гликоллат, кросповидон и тому побоное), связующий агент (например, альфа-

крахмал, гуммиарабик, микрокристаллическая целлюлоза, карбоксиметилцеллюлоза, поливинилпирро-

лидон, гидроксипропилцеллюлоза, циклодекстрин и тому подобное) или необязательно смазывающие 

вещества (например, тальк, магний стеарат, полиэтиленгликоль 6000 и тому подобное) могут быть до-

бавлены к SMC или агенту, и полученная композиция может быть спрессована с получением лекарст-

венной формы для перорального приема (например, таблетки). В конкретных вариантах осуществления 

спрессованный продукт может быть покрыт, например, для маскировки вкуса спрессованного продукта, 

для улучшения кишечного растворения спрессованного продукта или для способствования пролонгиро-

ванного высвобождения SMC или агента. Подходящие вещества для покрытия включают, но не ограни-

чиваются ими, этилцеллюлозу, гидроксиметилцеллюлозу, полиоксиэтиленгликоль, ацетатфталат целлю-

лозы, фталат гидроксипропилметилцеллюлозы и Eudragit (Rohm & Haas, Germany; метакриловый-

акриловый сополимер). 

Другие физиологически приемлемые соединения, которые могут быть включены в фармацевтиче-

скую композицию, содержащую SMC или агент, могут включать смачивающие агенты, эмульгаторы, 

диспергирующие агенты или консерванты, которые особенно эффективны для предотвращения роста 

или действия микроорганизмов. Различные консерванты хорошо известны и включают, например, фенол 

и аскорбиновую кислоту. Выбор фармацевтически приемлемого носителя (ов), включая физиологически 

приемлемое соединение, зависит, например, от способа введения SMC или агента и от конкретных фи-

зиохимических характеристик SMC или агента. 

В некоторых вариантах осуществления один или несколько эксципиентов для использования в 

фармацевтической композиции, содержащей SMC или агент, могут быть стерильными и/или по существу 

свободными от нежелательных веществ. Такие композиции можно стерилизовать обычными способами, 

известными в данной области. Для различных наполнителей для пероральной дозированной формы, та-

ких как таблетки и капсулы, стерильность не требуется. Стандарты известны в данной области техники, 

например, стандарт USP/NF. 

Фармацевтическая композиция SMC или агента по настоящему изобретению может вводиться как 

однократное или множественное введение в зависимости от дозировки, требуемой частоты введения и 

известной или ожидаемой толерантности индивида к фармацевтической композиции с точки зрения дозы 

и частоты введения. В различных вариантах осуществления композиция может предоставить достаточ-

ное количество SMC или агента по настоящему изобретению для эффективного лечения рака. 

Количество и/или концентрация SMC или агента, подлежащего введению индивиду, могут широко 

изменяться и обычно их выбирают на основе активности SMC или агента и особенностей индивида, на-

пример вида и веса тела, а также конкретного способа введения и потребности индивида, например, для 

типа злокачественного новообразования. Дозировка может изменяться для оптимизации терапевтическо-

го и/или профилактического режима у конкретного индивида или группы испытуемых. 

В некоторых вариантах осуществления SMC или агент по настоящему изобретению вводят в по-

лость рта, например, с помощью лепешки, аэрозольного спрея, полоскания для рта, тампона с покрытием 

или другого механизма, известного в данной области. 

В некоторых вариантах осуществления SMC или агент по настоящему изобретению вводят с помо-

щью твердой пластины-импланта с замедленным высвобождением, вводимой в полость мозга после ре-

зекции опухоли во время операции. Пластина-имплант может быть биодеградируемым имплант из поли-

ангидрида, содержащим SMC или поли (I:C). Количество размещаемых капсул-имплантов может зави-
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сеть от размера полости резекции после хирургического удаления первичной опухоли головного мозга. 

Доставка лекарственного препарата из импланта с медленным высвобождением непосредственно в ткань 

головного мозга исключает проблему системной доставки через гематоэнцефалический барьер. Поли-

мерная матрица может состоять из сополимера 1,3-бис-(п- карбоксифенокси)пропана и себациновой ки-

слоты (PCPP-SA, молярное отношение 80:20), который растворяется в органическом растворителе вместе 

с лекарственным средством, высушенным распылением на микрочастицы в диапазоне от 1 до 20 мкм и 

прессованием в импланты. В некоторых вариантах осуществления жесткие импланты деградируют в 

двухстадийном процессе, в котором проникновение воды гидролизует ангидридные связи в течение пер-

вых 10 ч с последующей разрушением сополимера в окружающую водную среду. 

В некоторых вариантах осуществления SMC или агент по настоящему изобретению можно вводить 

системно (например, перорально или в виде инъекций) в соответствии со стандартными способами, из-

вестными в данной области. В некоторых вариантах осуществления SMC или агент могут быть достав-

лены через кожу с использованием трансдермальных систем доставки лекарств, то есть трансдермально-

го "пластыря", в котором SMC или агенты обычно находятся в ламинарной структуре, которая служит в 

качестве устройства доставки лекарственного средства, которое должно быть прикреплено к коже. В та-

кой структуре композиция лекарственного средства обычно содержится в слое или резервуаре, лежащем 

под верхним опорным слоем. Резервуар трансдермального пластыря включает в себя количество SMC 

или агента, которое в конечном счете доступно для доставки на поверхность кожи. Таким образом, ре-

зервуар может включать в себя, например, SMC или агент по настоящему изобретению, в качестве клея 

на защитном слое пластыря или в любом из множества различных составов матриц, известных в данной 

области техники. Пластырь может содержать один резервуар или несколько резервуаров. 

В конкретных вариантах осуществления чрескожного пластыря, резервуар может содержать поли-

мерную матрицу фармацевтически приемлемого контактного адгезивного материала, который служит 

для прикрепления системы к коже во время доставки лекарственного средства. Примеры подходящих 

адгезионных материалов для контакта с кожей включают, но не ограничиваются ими, полиэтилены, по-

лисилоксаны, полиизобутилены, полиакрилаты и полиуретаны. Альтернативно, содержащий SMC и/или 

агент резервуар и клей для контакта с кожей присутствует в виде отдельных и разделенных слоев, с кле-

ем, лежащим под резервуаром, который, в этом случае, может быть либо полимерной матрицей, как опи-

сано выше, жидким или гидрогелевым резервуаром, или иметь другую форму, известную в данной об-

ласти. Защитный слой в этих ламинатах, который служит верхней поверхностью устройства, предпочти-

тельно действует как основной структурный элемент пластыря и придает устройству значительную гиб-

кость. Вещество, выбранное для защитного слоя, предпочтительно по существу непроницаемо для SMC 

и/или агента и любых других материалов, которые присутствуют. 

Дополнительные составы для местной доставки включают, но не ограничиваются ими, мази, гели, 

спреи, жидкости и кремы. Мази представляют собой полутвердые препараты, которые обычно основаны 

на вазелине или других нефтепродуктах. Кремы, включающие SMC или агент, обычно представляют 

собой вязкие жидкости или полутвердые эмульсии, например эмульсии типа масло-в-воде или вода-в-

масле. Основа крема обычно отмывается водой и включают масляную фазу, эмульгатор и водную фазу. 

Масляная фаза, также иногда называемая "внутренней" фазой, основы крема, как правило, состоит из 

вазелина и жирного спирта, например цетилового спирта или стеарилового спирта; водная фаза обычно, 

хотя и не обязательно, превышает объем масляной фазы и обычно содержит увлажнитель. Эмульгатор в 

составе крема обычно представляет собой неионное, анионное, катионное или амфотерное поверхност-

но-активное вещество. Конкретную мазь или кремовую основу, которую следует использовать, можно 

выбрать для обеспечения оптимальной доставки лекарственного средства в соответствии с уровнем тех-

ники. Как и в случае с другими носителями, основание мази может быть инертным, стабильным, не раз-

дражающим и не сенсибилизирующим. 

Также рассматриваются различные буккальные и сублингвальные препараты. 

В некоторых вариантах осуществления введение SMC или агента по настоящему изобретению мо-

жет быть парентеральным. Парентеральное введение может включать внутриспинальное, эпидуральное, 

интратекальное, подкожное или внутривенное введение. Средства парентерального введения известны в 

данной области. В конкретных вариантах осуществления парентеральное введение может включать под-

кожно имплантируемое устройство. 

В некоторых вариантах осуществления может быть желательным доставить SMC или агент в мозг. 

В вариантах осуществления, включая системное введение, для этого может потребоваться прохождение 

SMC или агента через гематоэнцефалический барьер. В различных вариантах осуществления этому мо-

жет способствовать совместное введение SMC или агента с молекулами-носителями, такими как катион-

ные дендримеры или богатые аргинином пептиды, которые могут переносить SMC или агент через гема-

тоэнцефалический барьер. 

В некоторых вариантах осуществления SMC или агент могут быть доставлены непосредственно в 

мозг путем введения посредством имплантации биосовместимой системы высвобождения (например, 

резервуара) путем непосредственного введения через имплантированную канюлю путем введения через 

имплантированный или частично имплантированный лекарственный насос, или посредством механизмов 
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аналогичной функции, известных в данной области. В некоторых вариантах осуществления SMC или 

агент могут быть системно введены (например, введены в вену). В некоторых вариантах осуществления 

ожидается, что SMC или агент будут транспортироваться через гематоэнцефалический барьер без ис-

пользования дополнительных соединений, включенных в фармацевтическую композицию, для усиления 

переноса через гематоэнцефалический барьер. 

В некоторых вариантах осуществления один или несколько SMC или агентов по настоящему изо-

бретению могут быть представлены в виде концентрата, например, в контейнере для хранения или рас-

творимой капсуле, готовой для разбавления или добавления в объем воды, спирта, перекиси водорода 

или другого разбавителя. Концентрат по настоящему изобретению может быть представлен в определен-

ном количестве SMC или агента и/или конкретного общего объема. Концентрат может быть получен для 

разбавления в конкретном объеме разбавителей перед введением. 

SMC или агент можно вводить перорально в виде таблеток, капсул, эликсиров или сиропов или 

ректально в форме суппозиториев. Соединение также можно вводить местно в виде пены, лосьона, ка-

пель, кремов, мазей, смягчающих средств или гелей. Парентеральное введение соединения целесообраз-

но проводить, например, в форме солевых растворов или вместе с соединением, введенным в липосомы. 

В тех случаях, когда соединение само по себе недостаточно растворимо, чтобы быть растворенным, мо-

жет быть применен солюбилизатор, такой как этанол. Другие подходящие композиции и способы введе-

ния известны или могут быть взяты из уровня техники. 

SMC или агент по настоящему изобретению можно вводить млекопитающему, нуждающемуся в 

этом, например млекопитающему с диагнозом "злокачественное новообразование". SMC или агент по 

настоящему изобретению можно вводить для усиления апоптоза и/или лечения злокачественного ново-

образования. 

Терапевтически эффективная доза фармацевтической композиции по настоящему изобретению мо-

жет зависеть от возраста индивида, пола индивида, вида индивида, конкретной патологии, тяжести сим-

птомов и общего состояния здоровья индвида. 

Настоящее изобретение включает композиции и способы лечения человека, например человека с 

диагнозом злокачественное новообразование. Кроме того, фармацевтическая композиция по настоящему 

изобретению может подходить для введения животному, например, для ветеринарного использования. 

Некоторые варианты осуществления настоящего изобретения могут включать введение фармацевтиче-

ской композиции по настоящему изобретению не человеку, например, приматам, собакам, лошадям, 

кошкам, свиньям, копытным или лагоморфным организмам или другим видам позвоночных. 

Терапия в соответствии с изобретением может проводиться самостоятельно или в сочетании с дру-

гой терапией, например, другой терапией злокачественного новообразования, и может осуществляться 

на дому, в кабинете врача, в клинике, в амбулаторном отделении больницы или в больнице. Лечение не-

обязательно начинается в больнице, чтобы врач мог внимательно наблюдать за последствиями терапии и 

вносить какие-либо корректировки, которые необходимы или оно может быть начало в амбулаторных 

условиях. Продолжительность терапии зависит от типа заболевания или расстройства, в отношении ко-

торого проводят лечение, возраста и состояния индивида, стадии и типа заболевания индивида и того, 

как пациент реагирует на лечение. 

В некоторых вариантах осуществления комбинированная терапии по настоящему изобретению до-

полнительно включает лечение рекомбинантным интерфероном, таким как IFN-α, IFN-β, IFN-γ, пегили-

рованный IFN или липосомальный интерферон. В некоторых вариантах осуществления комбинирован-

ная терапии по настоящему изобретению дополнительно включает лечение рекомбинантным TNF-α, 

например, для изолированной перфузии конечности. В конкретных вариантах осуществления комбини-

рованная терапия по настоящему изобретению дополнительно включает в себя лечение одним или не-

сколькими соединениями, индуцирующими TNF-α или IFN, такими как DMXAA, Рибавирин или тому 

подобное. Дополнительная противораковая иммунотерапия, которая может быть использована в комби-

нации с настоящим изобретением, включает антитела, например моноклональные антитела, нацеленные 

на CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2 или другие ингибиторы контрольных точек. Циклические динуклеотиды 

(CDN) [циклический ди-GMP (гуанозин 5'-монофосфат) (CDG), циклический ди-АМР (аденозин-5'-

монофосфат) (CDA) и циклический GMP-AMP (cGAMP)] являются патоген-ассоциированными молеку-

лами (РАМР), которые активируют часть сигнального пути TBK1/фактор регуляции интерферона 3 

(IRF3)/интерферон типа 1 посредством стимулирования цитоплазматического домена распознавания ре-

цептора интерферона (STING). В некоторых вариантах осуществления агонисты STING могут быть ком-

бинированы с SMC для лечения злокачественнгое новообразования. 

Пути введения для различных вариантов осуществления включают, но не ограничиваются ими, ме-

стное, трансдермальное, назальное и системное введение (такое как внутривенное, внутримышечное, 

подкожное, ингаляционное, ректальное, буккальное, вагинальное, внутрибрюшинное, внутрисуставное, 

офтальмологическое или пероральное введение). Как используется в настоящем документе термин "сис-

темное введение" относится ко всем недермальным путям введения и, в частности, исключает местный и 

трансдермальный пути введения. 
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В любом из вышеприведенных вариантов осуществления способ введения может быть оптимизиро-

ван на основе характеристик SMC или агента. В некоторых случаях SMC или агент представляют собой 

низкомолекулярную молекулу или соединение. В других случаях SMC или агент представляет собой 

нуклеиновую кислоту. В других случаях агент может быть клеткой или вирусом. В любом из этих или 

других вариантов осуществления соответствующие композиции и пути введения будут выбраны в соот-

ветствии с областью техники. 

В вариантах осуществления настоящего изобретения SMC и агент вводят индивиду, нуждающемуся 

в этом, например, пациенту со злокачественным новообразованием. В некоторых случаях SMC и агент 

вводят одновременно. В некоторых вариантах осуществления SMC и агент могут присутствовать в одной 

терапевтической лекарственной форме. В других вариантах осуществления SMC и агент могут вводиться 

отдельно нуждающемуся индивиду. При введении отдельно, SMC и агент могут вводиться одновременно 

или в разное время. В некоторых случаях индивид получает единичную дозу SMC и одну дозу агента. В 

некоторых вариантах осуществления один или несколько SMC и агентов вводятся индивиду в двух или 

более дозах. В некоторых вариантах осуществления частота введения SMC и частота введения агента не 

идентичны, то есть SMC вводят с первой частотой, а агент вводят со второй частотой. 

В некоторых вариантах осуществления SMC вводят в течение одной недели введения агента. В 

конкретных вариантах осуществления SMC вводят в течение 3 дней (72 ч) введения агента. В еще более 

конкретных вариантах осуществления SMC вводят в течение 1 дня (24 ч) введения агента. 

В конкретных вариантах осуществления любого из способов настоящего изобретения SMC и агент 

вводят в течение 28 дней друг от друга или менее, например, в течение 14 дней друг от друга. В некото-

рых вариантах осуществления любого из способов настоящего изобретения SMC и агент вводят, напри-

мер, одновременно или в течение 1, 5, 10, 15, 30 мин, 1, 2, 4, 6, 12, 18, 24, 36 ч, 2, 4, 8, 10, 12, 16, 20, 24 

или 28 дней друг у друга. В любом из этих вариантов осуществления первое введение SMC по настоя-

щему изобретению может предшествовать первому введению агента по настоящему изобретению. Аль-

тернативно, в любом из этих вариантов осуществления первое введение SMC по настоящему изобрете-

нию может следовать за первым введением агента по настоящему изобретению. Поскольку SMC и/или 

агент по настоящему изобретению могут вводиться индивиду в двух дополнительных дозах и потому, 

что в таких случаях дозы SMC и агента по настоящему изобретению могут вводиться на разных часто-

тах, не требуется чтобы период времени между введением SMC и введением агента сохранялся постоян-

ным в течение данного курса лечения или для данного индивида. 

Один или оба SMC и агент могут вводиться в малой дозе или в высокой дозе. В вариантах осущест-

вления, в которых SMC и агент находятся в составе отдельно, фармакокинетические профили для каждо-

го агента могут быть соответствующим образом сопоставлены с составом, дозировкой и способом введе-

ния и тому подобное. В некоторых случаях SMC вводят в стандартной или высокой дозе, и агент вводят 

при низкой дозе. В некоторых случаях SMC вводят при низкой дозе и агент вводят в стандартной или 

высокой дозе. В некоторых случаях как SMC, так и агент вводят в стандартной или высокой дозе. В не-

которых случаях как SMC, так и агент вводят при низкой дозе. 

Дозировка и частота введения каждого компонента комбинации могут контролироваться независи-

мо. Например, один компонент можно вводить три раза в день, тогда как второй компонент можно вво-

дить один раз в день или один компонент можно вводить один раз в неделю, тогда как второй компонент 

можно вводить один раз в две недели. Комбинированную терапию можно проводить в циклах "включе-

но-выключено", которые включают периоды отдыха, так что организм индивида имеет возможность оп-

равиться от последствий лечения. 

Наборы 

В общем, наборы по изобретению содержат один или несколько SMC и один или несколько аген-

тов. Они могут быть представлены в наборе в виде отдельных композиций или объединены в одну ком-

позицию, как описано выше. Наборы по изобретению могут также содержать инструкции для введения 

одного или нескольких SMC и одного или нескольких агентов. 

Наборы по изобретению могут также содержать инструкции для введения дополнительного фарма-

кологически приемлемого вещества, такого как агент, который известен для лечения злокачественного 

новообразования, который не является SMC или агентом по настоящему изобретению. 

Индивидуально или отдельно составленные агенты могут быть упакованы вместе в виде набора. 

Неограничивающие примеры включают в себя наборы, которые содержат, например, две таблетки, таб-

летку и порошок, суппозиторий и жидкость во флаконе, два крема для местного применения, мази, пену 

и тому подобное. Набор может включать необязательные компоненты, которые способствуют введению 

единичной дозы пациентам, например, флаконы для восстановления порошкообразных форм, шприцы 

для инъекций, индивидуальные системы доставки, ингаляторы и тому подобное. Кроме того, набор стан-

дартной дозы может содержать инструкции для приготовления и введения композиций. Набор может 

быть получен как одноразовая доза для одного индивида, несколько применений для конкретного инди-

вида (в режиме постоянной дозировки или когда отдельные соединения могут изменяться в зависимости 

от эффективности при прогрессировании терапии); или набор может содержать несколько доз, подходя-

щих для введения нескольким индивидам ("массовая упаковка"). Компоненты набора могут быть собра-
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ны в картонные коробки, блистерные упаковки, бутылки, пробирки и тому подобное. 

Доза каждого соединения заявленных комбинаций зависит от нескольких факторов, включая: спо-

соб введения, заболевание (например, тип злокачественного новообразования), подлежащее лечению, 

тяжесть заболевания и возраст, вес и общее состояние пациента, в отношении которого проводят лече-

ние. Кроме того, фармакогеномная (эффект генотипа на фармакокинетический, фармакодинамический 

или эффективный профиль терапевтического средства) информация о конкретном индивиде может вли-

ять на режим дозировки или другие аспекты введения. 

Примеры 

Пример 1. Миметики Smac праймируют опухоли на деструкцию за счет врожденной иммунной сис-

темы. 

Миметические соединения Smac представляют собой класс препаратов, сенсибилизирующих к 

апоптозу, которые доказали свою безопасность для лечения злокачественных новообразований в иссле-

дованиях фазы I. Стимулирование врожденного антипатогенного ответа может вызвать мощный, но без-

опасный воспалительный "цитокиновый шторм", который может привести к гибели опухолей, обрабо-

танных миметиком Smac. В настоящем примере показано, что активация врожденных иммунных ответов 

посредством онколитических вирусов и адъюванты, таких как poly(:C) и CpG, индуцирует неспецифиче-

скую гибель злокачественных клеток, обработанных миметиками Smac, способом, опосредованным 

IFNβ, TNFα или TRAIL. Эта терапевтическая стратегия может привести к долговременному излечению, 

например, на нескольких моделях агрессивного злокачественного новообразования у мышей. С этими и 

другими стимуляторами врожденного иммунитета, показавших безопасность в клинических испытаниях 

человека, данные, представленные в настоящем документе, указывают четко на их комбинированное 

применение с миметиками Smac для лечения злокачественного новообразования. 

В настоящем примере рассматривается, является ли стимулирование врожденной иммунной систе-

мы, используя миметики патогенов, безопасной и эффективной стратегией для создания среды цитоки-

нов, необходимой для инициирования апоптоза в опухолях, обработанных SMC. Авторы утверждают в 

данном случае, что непатогенные онколитические вирусы, а также миметики микробной РНК или ДНК, 

такие как поли (I:C) и CpG, индуцируют неспецифическое уничтожение злокачественных клеток, обра-

ботанных SMC, которое зависит либо от IFNβ, TNFα, или TRAIL. Важно отметить, что эта терапевтиче-

ская стратегия была приемлемой in vivo и приводила к длительному излечению на нескольких моделях 

агрессивного злокачественного новообразования у мыши. 

Терапия SMC сенсибилизирует злокачественные клетки на неспецифическую гибель клеток при 

онколитической вирусной инфекции. 

Онколитические вирусы (OV) представляют собой новые биотерапевтические агенты для лечения 

злокачественного новообразования, которые в настоящее время находятся на I-III стадии клинических 

испытаний. Одним из барьеров для терапии OV может быть индукция цитокинов IFN- типа I и NFκB 

хозяином, которые организуют противовирусное состояние в опухолях. Было рассмотрено, можно ли 

использовать эти врожденные иммунные цитокины для индукции апоптоза в злокачественных клетках, 

предварительно обработанных SMC. Для начала была отобрана небольшая группа опухолевых и нор-

мальных клеточных линий (n=30) для скрининга на ответ на SMC LCL161 и онколитический рабдовирус 

VSV∆51. Авторы выбрали LCL161, потому что это соединение находится на последних стадиях клини-

ческих испытаний в классе SMC, a VSV∆51, поскольку известно, что он индуцирует устойчивый ответ 

противовирусного цитокина. В 15 из 28 тестируемых клеточных линий (54%) обработка SMC повышала 

чувствительность ЕС50 к VSV∆51 в 10-10000 раз (фиг. 6 и примеры на фиг. 1А и 1В). Аналогично, низкая 

доза VSV∆51 уменьшала ЕС50 терапии SMC с неопределенных уровней (>2500 нМ) до 4,5 и 21,9 нМ в 

двух характерных клеточных линий: карцинома молочной железы мыши ЕМТ6 и клетки SNB75 глиобла-

стомы человека, соответственно (фиг. 1С). Анализ комбинированного индекса показал, что взаимодейст-

вие между терапией SMC и VSV∆51 является синергетическим (фиг. 7). Эксперименты с использованием 

четырех других SMC и пяти других онколитических вирусов показали, что спектр моновалентных и 

двухвалентных SMC обладает синергизмом с VSV∆51 (фиг. 8). Авторы обнаружили, что онколитические 

рабдовирусы VSV∆51 и Maraba-MG1 крайне эффективны для индукции неспецифической гибели в си-

нергизме с SMC, по сравнению с HSV, реовирусами, вакцинами и VSV-платформами дикого типа, каж-

дый из которых имеет сложные механизмы обезоруживания сигнальных путей врожденного иммунитета 

(фиг. 9А и 9В). Генетические эксперименты с использованием PHKi-опосредованного сайленсинга пока-

зали, что как XIAP, так и CIAP должны быть ингибированы для получения синергизма с VSV∆51 (фиг. 

10А, 10В и 24С). Резко контрастируя с результатами, полученными на клеточных линиях, полученных из 

опухолей, комбинированная терапия VSV∆51 и SMC не влияла на незлокачественные первичные фиб-

робласты кожи человека GM38 и скелетные миобласты человека HSKM (фиг. 6). В совокупности эти 

данные указывают на то, что онколитический VSV обладает синергизмом с терапией SMC в опухолесе-

лективном режиме. 

Для того, чтобы определить, вызывает ли VSV∆51 неспецифическую гибель IAP-обедненных со-

седних клеток, не зараженных вирусом, клетки обрабатывали SMC перед заражением низкой дозой 
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VSV∆51 (MOI=0,01 инфекционных частиц на клетку). Авторы оценивали, могла ли кондиционированная 

среда, полученная из клеток, инфицированных VSV∆51 (которые впоследствии были инактивированы 

ультрафиолетовым излучением) вызвать гибель при переносе на слой злокачественных клеток наивных в 

отношении вируса, обработанных SMC. Кондиционированная среда индуцировала гибель клеток только 

тогда, когда клетки были совместно обработаны SMC (фиг. 1D). Авторы также обнаружили, что низкая 

доза псевдотипированного штамма VSV∆51 с уменьшенным содержанием G гена (MOI=0,1), содержа-

щая делецию гена, кодирующего его гликопротеин (VSV∆51∆G), который ограничивает вирус до одного 

раунда инфекции, токсичен для всего слоя злокачествнных клеток, обработанного SMC (фиг. 1E). Нако-

нец, авторы провели анализ цитотоксичности в клетках с наслоением агарозы, используемого для замед-

ления распространения VSV∆51, экспрессирующего флуоресцентную метку, и наблюдали значительную 

гибель клеток в обработанных SMC клетках вне зоны вирусной инфекции (фиг. 1F и 11). В целом, эти 

результаты показывают, что инфекция VSV∆51 приводит к высвобождению по меньшей мере одного 

растворимого фактора, который может активно индуцировать смерть соседних клеток в пограничной 

области, неинфицированных злокачественных клеткок, обработанных SMC. 

Терапия SMC не нарушает врожденный клеточный иммунный ответ на онколитический VSV. 

Врожденный клеточный иммунный ответ на инфекцию РНК-вируса в опухолевых клетках млеко-

питающих можно активировать представителями семейства цитозольных (RIG-I-подобных рецепторов, 

RLR) и эндосомальных (toll-подобные receptors, TLR) вирусных РНК-сенсоров. После запуска, эти ре-

цепторы могут вызывать параллельный фактор IFN-ответа (IRF) 3/7 и каскады сигнальных путей клеток 

ядерного фактора каппа В (NF-κB). Эти сигналы могут достигать высшей точки при продукции IFN и их 

чувствительных генов, а также ряда воспалительных хемокинов и цитокинов. Это указывает соседним 

клеткам упреждающим образом экспрессировать вооружение антивирусных генов, а также помогает 

осуществлять набор и активацию клеток врожденной и адаптивной иммунной системы, чтобы в конеч-

ном счете уничтожить вирусную инфекцию. Не так давно стало известно, что белки cIAP вовлечены в 

многочисленные пути передачи сигналов после обнаружения патогенов, включая те, которые происходят 

от RLR и TLR. Соответственно, было рассмотрено, влияет ли терапия SMC на противовирусную реак-

цию онколитической инфекции VSV в опухолевых клетках и у мышей. Для начала оценивали влияние 

терапии SMC на продуктивность и распространение VSV∆51. Одноступенчатые и многоступенчатые 

кривые роста производительности VSV∆51 показали, что обработка SMC не влияет на кинетику роста 

VSV∆51 в клетках ЕМТ6 или SNB75 in vitro (фиг. 2А). Более того, анализ с помощью временной микро-

скопии показал, что обработка SMC не изменяет инфекционную активность VSV∆51 или распростране-

ние на опухолевые клетки (фиг. 2В). Кроме того, вирусная репликация и распространение in vivo анали-

зировали с помощью определения опухолевой нагрузки, используя визуализацию IVIS и титрование ви-

русных тканей. Никаких различий в вирусной кинетике не обнаружено при терапии SMC у мышей, не-

сущих опухоль ЕМТ6 (фиг. 12А и 12В). Поскольку клетки ЕМТ6 и SNB75 обладают функциональными 

ответами IF типа I, которые регулируют жизненный цикл VSV, эти данные обеспечивают сильное, хотя и 

косвенное, доказательство тому, что терапия SMC не влияет на противовирусные каскады сигнальных 

путей в злокачественных клетках. 

Для более детального исследования, продукцию IFNβ измеряли в клетках ЕМТ6 и SNB75, обрабо-

танных VSV∆51 и SMC. Этот эксперимент показал, что обработанные SMC злокачественные клетки реа-

гируют на VSV∆51 за счет секреции IFNβ (фиг. 2С), хотя и на несколько более низких уровнях по срав-

нению с VSV∆51. Было задан вопрос, влияет ли ослабленная секреция IFNβ соответствующих клеток, 

обработанных SMC, на индукцию генов стимулирующих генов IFN, расположенных ниже в каскаде 

(ISG). Количественные анализы RT-ПЦР небольшой группы ISG в клетках, обработанных VSV∆51 и 

SMC, показали, что ингибирование IAP не влияет на экспрессию гена ISG в ответ на онколитическую 

VSV-инфекцию (фиг. 2D). С этим согласуются данные анализа вестерн-блоттинга, которые показали, что 

SMC не изменяют активацию сигнальных путей Jak/Stat, находящихся после IFNβ в сигнальном пути 

(фиг. 2Е и 24А). Вместе эти данные свидетельствуют о том, что SMC не препятствуют способности опу-

холевых клеток быть чувствительными и реагировать на инфекцию VSV∆51. 

IFNβ огранизует неспецифическую клеточную смерть при терапии SMC и обработке онколитиче-

ским вирусом VSV. 

SMC сенсибилизируют ряд линий злокачественных клеток на апаптоз, зависимый от каспазы 8, ин-

дуцированный TNFα, TRAIL и IL-1β. Поскольку РНК-вирусы могут инициировать продукцию этих ци-

токинов как часть клеточного антивирусного ответа, было исследовано вовлечение цитокинового сиг-

нального пути в SMC и OV-индуцированной клеточной гибели. Для начала рецептор TNF (TNF-R1) 

и/или рецептор TRAIL (DR5) подвергали сайленсингу, и анализировали синергию между SMC и 

VSV∆51. Этот эксперимент показал, что TNFα и TRAIL не только участвуют, но и вместе являются не-

обходимыми для неспецифической гибели клеток (фиг. 3А-3Н, 13А и 24D). С этим данными согласуются 

данные экспериментов вестерн-блоттинга и иммунофлуоресценции, которые показали сильную актива-

цию внешнего пути апоптоза, и эксперименты с нокаутом PHKi, которые показали потребность как в 
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каспазе-8, так и в Rip1 в синергическом ответе (фиг. 14A-14G, 24Е и 24F). Кроме того, сконструирован-

ный TNFα в VSV∆51 улучшал синергию с терапией SMC на порядок (фиг. 15А и 15В). 

Затем рецептор IFN типа I (IFNAR1) подвергали сайленсингу, и неожиданно было обнаружено, что 

нокдаун IFNAR1 не обеспечивает синергетическое взаимодействие терапии SMC и онколитического 

VSV (фиг. 3В, 13В и 24D). Было спрогнозировано, что нокдаун IFNAR1 ослабит, но полностью не пода-

вит неспецифическую гибель, поскольку TRAIL является хорошо известным ISG, который отвечает на 

IFN28 типа I. TNFα и IL-1β считаются независимыми от сигнального пути IFN, но тем не менее они от-

вечают на конечные стадии сигнального пути NF-κВ после обнаружения вируса. Этот результат указы-

вает на возможность осуществления неканонического пути типа I IFN- для продукции TNFα и/или IL-1β. 

Действительно, если экспрессию мРНК IFNβ, TRAIL, TNFα и IL-1β исследовали во время онколитиче-

ской инфекции VSV, между индукцией IFNβ и TRAIL и TNFα (фиг. 3С) было обнаружено значительное 

временное отставание. Эти данные также свидетельствуют о том, что TNFα - подобный TRAIL - может 

быть индуцирован как вторичный по отношению к IFNβ. Чтобы доказать эту концепцию, IFNAR1 под-

вергали сайленсингу перед обработкой клеток VSV∆51. Нокдаун IFNAR1 полностью прекращал индук-

цию как TRAIL, так и TNFα под действием онколитического VSV фиг. 3D). Более того, синергизм с 

SMC был повторен с использованием IFN (IFNα/β) и IFN типа II (IFNγ), но не IFN типа III (IL28/29) (фиг. 

3Е). Взятые вместе, эти данные показывают, что IFN типа I требуется для индукции TNFα и TRAIL во 

время инфицирования VSV∆51 опухолевых клеток. Более того, продукция этих цитокинов отвечает за 

неспецифическую гибель окружающих, неинфицированных SMC-обработанных клеток. 

Для исследования неканонической индукции TNFα в дальнейшем измеряли уровни экспрессии 

мРНК TRAIL и TNFα в клетках SNB75, обработанных рекомбинантным IFNβ. Оба цитокина были инду-

цированы при обработке IFNβ (фиг. 3F), и эксперименты ELISA подтвердили получение их соответст-

вующих белковых продуктов в среде для культивирования клеток (фиг. 3G). Интересно, что между ин-

дукцией TRAIL и TNFα наблюдалось значительное временное отставание. Поскольку TRAIL является 

полноценным ISG, а TNFα - нет, то этот результат дает возможность того, чтобы TNFα не индуцировал-

ся IFNβ напрямую, а в ответ на последующие стадии сигнального пути ISG, активированные IFNβ. Та-

ким образом, количественную ОТ-ПЦР проводили на 176 цитокинах в клетках SNB75 и идентифициро-

вали 70, которые были значительно активированы IFNβ (табл. 5). В настоящее время изучается роль этих 

ISG в индукции TNFα под действием IFNβ. Также вызывает интерес тот факт, что обработка SMC уси-

ливала индукцию как TRAIL, так и TNFα IFNβ в клетках SNB75 (фиг. 3F и 3G). Кроме того, с помощью 

доминантно-отрицательной конструкции IKK было обнаружено, что продукция этих воспалительных 

цитокинов в последующихся стадиях сигнального пути IFNβ зависело, по меньшей мере частично, от 

классического сигнального пути NF-κВ (фиг. 3Н). Было обнаружено, что в клетках ЕМТ6 обработка 

SMC усиливает продукцию клеток TNFα (5-7-кратное процентное увеличение) при инфицировании VSV 

(фиг. 16). Наконец, также было показано, что блокирование передачи сигналов TNF-R1 (с помощью ан-

тител или дцРНК) предотвращает гибель клеток ЕМТ6 в присутствии SMC и VSV∆51 или IFNβ (фиг. 

17А-17С и 24Н). Взаимосвязь между IFN I типа и TNFα является сложной, имеющей либо комплемен-

тарные, либо ингибирующие эффекты в зависимости от биологического контекста. Однако, не ограничи-

вая настоящее изобретение каким-либо конкретным механизмом действия, можно предложить простую 

рабочую модель следующим образом: опухолевые клетки, инфицированные РНК онколитического виру-

са активируют IFN типа I, и на этот процесс не влияет антагонизм SMC белков IAP. Эти IFN, в свою оче-

редь, дают сигнал соседним неинфицированным злокачественным клеткам экспрессировать и секретиро-

вать TNFα и TRAIL, процесс, который усиливается обработкой SMC, что, следовательно, индуцирует 

аутокринную и паракринную запрограммированную гибель клеток в неинфицированных опухолевых 

клетках, подвергнутых воздействию SMC (фиг. 18А и 18В). 

Таблица 5 
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Онколитический VSV потенцирует терапию SMC в доклинических моделях злокачественного но-

вообразования у животных. 

Для оценки SMC и совместной онколитической терапии VSV in vivo, в качестве сингенной ортото-

пической модели использовали карциному молочной железы ЕМТ6. Предварительные безопасные и 
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фармакодинамические эксперименты показали, что доза 50 мг/кг LCL161, полученная перорально через 

желудочный зонд, хорошо переносится и индуцирует нокдаун cIAP1/2 в опухолях в течение по меньшей 

мере 24 ч и вплоть до 48-72 ч в некоторых случаях (фиг. 19А, 19В и 24G). Когда объем опухоли достигал 

~100 мм
3
, авторы начали вводить мышам два раза в неделю SMC и VSV∆51, системно. В качестве само-

стоятельных агентов терапия SMC приводила к уменьшению скорости роста опухоли и умеренному уве-

личению выживаемости, тогда как лечение VSV∆51 не влияло на размер опухоли или выживаемость 

(фиг. 4А и 4В). В полную противоположность, комбинированная обработка SMC и VSV∆51 вызывала 

резкую регрессию опухолей и приводила к долговременному излечению 40% обработанных мышей. В 

соответствии с выясненным механизмом неспецифической гибели in vitro, анализ иммунофлуоресценции 

показал, что инфекционность VSV∆51 была временной и была ограничена небольшими очагами внутри 

опухоли (фиг. 4С), тогда как активация каспазы-3 была широко распространена в совместно обработан-

ных SMC и VSV∆51 опухолях (фиг. 4D). Кроме того, иммуноблоты с лизатами опухолей показали акти-

вацию каспазы-8 и -3 в двукратно обработанных опухолях (фиг. 4Е, 24В и 24G). Несмотря на то, что жи-

вотные в когорте комбинированной терапии испытывали потерю веса, мыши полностью восстанавлива-

лись после последнего лечения (фиг. 20А). 

Чтобы подтвердить эти in vivo данных на другой модельной системе, модель ксенотрансплантата 

колоректальной аденокарциномы человека НТ-29 протестирована у "голых" (бестимусных) мышей. НТ-

29 представляет собой клеточную линию, которая очень чувствительна к уничтожению под действием 

SMC и VSV∆51 in vitro (фиг. 21А и 21В). Подобно полученным результатам, в модельной системе ЕМТ6, 

комбинированная терапия с SMC и VSV∆51 индуцировала регрессию опухоли и значительно увеличива-

ла выживаемости мышей (фиг. 21С). Напротив, монотерапия не влияла на опухоли НТ-29. Кроме того, не 

отмечалась дополнительная потеря веса у двойных обработанных мышей по сравнению с мышами, обра-

ботанными SMC (фиг. 21D). Эти результаты указывают на то, что синергитический эффект очень эффек-

тивен в модели рефрактерного ксенотрансплантата и что адаптивный иммунный ответ не играет главной 

роли в эффективности совместной терапии SMC и OV. 

Роль врожденных противовирусных реакций и иммунных эффекторов в синергетическом эффекте 

совместного лечения. 

Затем определяли, приводит ли инфекция онколитическим VSV в сочетании с обработкой SMC к 

опосредованной TNFα- или IFNβ-клеточной гибели in vivo. Было исследовано, влияет ли блокирование 

сигнального пути TNFα посредством нейтрализующих антител на симуляцию SMC и VSV∆51 в модели 

опухоли ЕМТ6. По сравнению с контрольными антителами, совместимыми с изотипом, применение ней-

трализующих антитела TNF нейтрализует регрессию опухоли и снижает выживаемость до значений, 

близких к контрольным и группам с монотерапией (фиг. 4F и 4G). Это демонстрирует, что требуется 

TNFα in vivo для эффективности противоопухолевой комбинации SMC и онколитического VSV. 

Чтобы исследовать роль сигнального пути IFNβ в парадигме комбинации SMC и OV, мышам Balb/с 

с опухолью ЕМТ6 вводили блокирующие антитела IFNAR1. Мыши, которым вводили блокирующие ан-

титела IFNAR1, погибали от виремии в течение 24-48 ч после инфицирования. Перед смертью опухоли 

собирали через 18-20 ч после инфицирования вирусом, и опухоли анализировали на активность каспазы. 

Несмотря на то, что эти животные с дефектным сигнальным путем IFN типа I были больны в виду высо-

кой вирусной нагрузки, иссеченные опухоли не проявляли признаков активности каспазы-8 и демонст-

рировали минимальные признаки активности каспазы-3 (фиг. 22) в отличие от контрольной группы, в 

которая была обнаружена ожидаемая активация каспаз в опухоли (фиг. 22). Эти результаты подтвержда-

ют гипотезу о том, что интактный сигнальный путь IFN типа I необходим для опосредования противо-

опухолевых эффектов при комбинированном подходе. 

Чтобы оценить вклад клеток врожденной иммунной системы или других иммунных медиаторов в 

эффективность комбинированной терапии OV/SMC, обработку опухоль ЕМТ6 сначала предприняли у 

иммунодефицитной NOD-scid или NSG (NOD-scid-IL2Rгамма
ноль

) мыши. Однако, как и при исследова-

ниях по истощению IFNAR1, эти мыши также быстро погибали из-за виремии. Таким образом, вклад 

клеток врожденной иммунной системы рассматривался с помощью системы культивирования спленоци-

тов ex vivo в качестве суррогатной модели. Популяции клеток врожденной иммунной системы, обла-

дающие способностью продуцировать TNFα, позитивно селектировали и дополнительно отсортированы 

по наивным спленоцитам. Макрофаги (CD11b+ F4/8+), нейтрофилы (CD11b+ Gr1+), NK-клетки (CD11b-

CD49b+) и миелоид-негативная (лимфоидная) популяция (CD11b-CD49-) стимулировали VSV∆51 и кон-

диционированную среду переносили в клетки ЕМТ6 для измерения цитотоксичности в присутствии 

SMC. Эти результаты показывают, что VSVAS1-стимулированные макрофаги и нейтрофилы, а не NK-

клетки, способны продуцировать факторы, которые приводят к гибели злокачественных клеток в присут-

ствии SMC (фиг. 23А). Также были выделены первичные макрофаги из костного мозга, и эти макрофаги 

также отвечали на инфекцию онколитическим VSV дозозависимым образом, продуцируя факторов, ко-

торые уничтожали клетки ЕМТ6 (фиг. 23В). В целом, эти данные показывают, что многочисленные по-

пуляции клеток врожденного иммунного ответа могут реагировать и опосредовать наблюдаемые проти-

воопухолевые эффекты и что макрофаги являются наиболее вероятными эффекторами этого ответа. 
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Иммунные адъюванты поли (I:C) и CpG потенцируют терапию SMC in vivo. 

Затем исследовали, будут ли синтетические агонисты TLR, которые, как известно, индуцировать 

врожденный провоспалительный ответ, облададть синергитической активностью с терапией SMC. Клет-

ки ЕМТ6 совместно культивировали со спленоцитами мыши в системе tranwell insert, и спленоциты об-

рабатывали SMC и агонистами TLR 3, 4, 7 или 9. Было обнаружено, что все протестированные агонисты 

TLR индуцируют неспецифическую смерть клеток ЕМТ6, обработанных SMC (фиг. 5А). Агонисты 

TLR4, 7 и 9 LPS, имиквимод и CpG, соответственно, требовались спленоцитоам для неспецифической 

гибели клеток ЕМТ6, по-видимому, потому, что их мишеневые рецепторы TLR не экспрессируются в 

клетках ЕМТ6. Однако, агонист TLR3 poly (I:C) приводил к гибели клеток ЕМТ6 непосредственно в при-

сутствии SMC. Поли (I:C) и CpG затем тестировали в комбинации с терапией SMC in vivo. Эти агонисты 

выбраны таким образом, чтобы они были безопасными для человека и они в настоящее время проходят 

многочисленные клинических испытания на ранних стадиях для лечения злокачественных новообразо-

ваний. Опухоли ЕМТ6 получали и обрабатывали, как описано выше. Несмотря на то, что обработка поли 

(I:C) не влияла на рост опухоли при монотерапии, комбинация с SMC приводила к существенной регрес-

сии опухоли, а при внутрибрюшинном введении приводила к долговременному излечению 60% обрабо-

танных мышей (фиг. 5В и 5С). Аналогично, монотерапия CpG не влияла на размер опухоли или на вы-

живаемость, но в сочетании с терапией SMC приводили к регрессии опухоли и длительному излечению у 

8 8% обработанных мышей (фиг. 5D и 5Е). Важно отметить, что комбинированная терапия хорошо пере-

носилась мышами, и их вес возвращался к уровням до лечения вскоре после прекращения терапии (фиг. 

20D и 20С). Данные, полученные вместе с результатами онколитического VSV, показывают, что серия 

активно исследуемых адъювантов врожденной иммунной системы сильно и безопасно взаимодействует с 

терапией SMC in vivo, индуцируя регрессию опухоли и длительное излечение на нескольких моделях 

рефрактерных агрессивных злокачественных опухолей у мыши. 

Пример 2. Инактивированные вирусные частицы, противораковые вакцины и стимулирующие ци-

токины обладают синергетическим взаимодействием с SMC для уничтожения опухолей. 

Применение современных противораковых иммунотерапевтических препаратов, таких как BCG 

(Bacillus Calmette-Guerin), рекомбинантный интерферон (например, IFNα) и рекомбинантный фактор 

некроза опухоли (например, TNFα, используемый при изолированной перфузии конечностей), и недав-

нее клиническое использование биологических препаратов (например, блокирующие антитела) вместе с 

ингибиторами контрольных точек иммунного ответа, которые преодолевают опосредованное опухолью 

подавление иммунной системы (например, моноклональные антитела против CTLA-4 и анти-PD-1 или 

PDL-1), указывают на потенциал "иммунотерапии рака" в качестве эффективного лечения. Как показано 

в примере 1, авторы продемонстрировали устойчивый потенциал невирусных иммунных стимуляторов 

для синергитического взаимодействия с SMC (фиг. 5). Чтобы расширить эти исследования, авторы также 

исследовали возможность взаимодействия SMC с нереплицирующимися частицами рабдовируса (назы-

ваемыми NRRP), которые представляют собой частицы VSV облученные УФ, которые сохраняют свои 

инфекционные и иммуностимулирующие свойства без возможности репликации и распространения. Для 

того, чтобы оценить, могут ли NRRP непосредственно взаимодействовать с SMC, авторы проводили од-

новременную обработку различных линий раковых злокачественных клеток, ЕМТ6, DBT и СТ-2А, с 

SMC и оценивали жизнеспособность клеток с помощью Alamar blue. Авторы наблюдали, что NRRP об-

ладают синергитической активностью вместе SMC в этих линиях злокачественных клеток (фиг. 25А). 

Чтобы оценить, могут ли NRRPs вызывать сильный провоспалительный ответ, авторы проведи обработ-

ку фракционированных спленоцитов мыши NRRP (или синтетическим CpG ODN 2216 в качестве поло-

жительного контроля), осуществили перенос супернатантов клеточной культуры в клетки ЕМТ6 в куль-

туре способом "доза-ответ" и обрабатывали клетки носителем или SMC. Было отмечено, что иммуноген-

ность NRRP находится на уровне, аналогичном уровню CpG, так как был значительный провоспалитель-

ный ответ, который приводил к высокой степени гибели клеток ЕМТ6 в присутствии SMC (фиг. 25В). 

Поскольку обработка CpG и SMC на модели с опухолью ЕМТ6 приводила к 88% степени излечения (фиг. 

5D), эти данные показывают, что комбинация SMC и NRRP может иметь сильный синергетический эф-

фект in vivo. 

Успех авторов связан с обнаржуением синергетической активности между SMC и живыми или 

инактивированными онколитическими рабдовирусами с одноцепочечной РНК (например, VSV∆51, 

Maraba-MG1 и NRRP), что предполагает, что клинически одобренная аттенуированная вакцина может 

обладать синергетической активностью с SMC. Чтобы проверить эту возможность, авторы оценили спо-

собность синергетического взаимодействия с SMC вакцины туберкулезной микобактерии, БЦЖ, кото-

рую обычно используют для лечения рака мочевого пузыря in situ в виду высокой локальной продукции 

TNFα. Действительно, комбинация SMC и БЦЖ обладает значительным синергетическим взаимодейст-

вием в отношении уничтожения клеток ЕМТ6 in vitro (фиг. 26А). Эти результаты были аналогичным об-

разом оценены in vivo; авторы наблюдали значительную регрессию опухоли при комбинированной обра-

ботке пероральным SMC и БЦЖ, вводимым место или системно (то есть, либо внутриопухолевым путем, 

либо внутрибрюшинным, соответственно) (фиг. 26В). Эти данные свидетельствуют о применимости 



046706 

- 79 - 

одобренных вакцин в комбинированной противораковой иммунотерапии с SMC. 

IFN типа I обладает синергетической активность с SMC in vivo 

Эффекты вирусов и, вероятно, других агонистов TLR и вакцин, по-видимому, опосредуются, в ча-

стности, продукцией IFN типа I, которая контролируется различными сигнальными механизмами, вклю-

чая трансляцию мРНК. Данные авторов настоящего изобретения показали четкую возможность сочета-

ния терапии SMC и существующими вариантами иммунотерапии, такими как рекомбинантный IFN, в 

качестве эффективного подхода к лечению злокачественного новообразования Для исследования потен-

циала этой комбинации, авторы провели две схемы лечения SMC и либо внутрибрюшинные, либо внут-

риопухолевые инъекции рекомбинантного IFNα на сингенной ортотопической модели карциномы мо-

лочной железы ЕМТ6. Несмотря на то, что лечение IFNα не влияло на рост опухоли ЕМТ6 или на общую 

выживаемость, терапия SMC слегка увеличивала выживаемость мыши и имела уровень излечения 17% 

(фиг. 27). Однако комбинированная терапия SMC и внутрибрюшинные или внутриопухолевые инъекции 

IFNα значительно задержили рост опухоли и увеличивали выживаемость мышей с опухолями, что про-

водило к уровням излечения 57 и 86%, соответственно (фиг. 27). Эти результаты подтверждают гипотезу 

о том, что прямая стимуляция IFN типа I может обладать синергетической активностью с SMC для унич-

тожения опухолей in vivo. 

Оценка дополнительных онколитических рабдовирусов для возможного синергетического взаимо-

действия с SMC. 

Хотя VSV∆51 является доклиническим кандидатом, в настоящее время клинические испытания у 

больных со злокачественными новообразованиям проходят онколитические рабдовирусы VSV-IFNβ и 

Maraba-MG1 Как показано в примере 1, авторы показали, что Maraba-MG1 обладает синергетической 

активностью с SMC in vitro (фиг. 9). Авторы также подтвердили, что SMC обладает синергетической ак-

тивностью с клиническими кандидатами, VSV-IFNβ и VSV-NIS-IFNP (то есть несущими визуализируе-

мый ген, NIS, натрий йодид симпортер) в клетках ЕМТ6 (фиг. 28). Для того, чтобы оценить могут ли эти 

вирусы индуцировать провоспалительное состояние in vivo, авторы обрабатывали инфицированных мы-

шей в.в. 5×10
8
 PFU VSV∆51, VSV-IFNβ и Maraba-MG1 и измеряли уровень TNFα в сыворотке инфици-

рованных мышей. Во всех случаях наблюдалось временное, но надежное повышение TNFα инфицирова-

нием онколитическим вирусом через 12 ч после инфицирования, которое едва обнаруживали через 24 ч 

(фиг. 29). Это логично, так как инфекция самоограничивается в иммунокомпетентных хозяевах. Эти ре-

зультаты свидетельствуют о том, что клинические кандидатные онколитические рабдовирусы могут об-

ладать синергизмом с SMC аналогично VSV∆51. 

Как показано в примере 1, авторы задокументировали, что форма VSV∆51, которая была сконст-

руирована для экспрессии полноразмерного TNFα, может усиливать гибель, вызванную онколитическим 

вирусом, в присутствии SMC (фиг. 15). Для подтверждения эти результаты, авторы также разработали 

VSV∆51 для экспрессии TNFα, имеющий форму при которой ее внутриклеточные и трансмембранные 

компоненты заменены секреторным сигнальным фрагментом сывороточного альбумина человека 

(VSV∆51-solTNFα). По сравнению с полноразмерным TNFα (memTNFα) solTNFα конститутивно секре-

тируется клетками- хозяевами, а форма memTNFα может быть заякорена на плазматической мембране 

(но сохраняет способность индуцировать гибель клеток юкстакринным образом) или высвобождаться в 

силу эндогенного процессирования металлопротеазами (например, ADAM17) для уничтожения клеток 

паракринным способом. Авторы оценивали, будут ли обе формы TNFα клеток, инфицированных онко-

литическим VSV, обладать синергетической активностью с SMC на модели ортотопического сингенного 

рака молочной железы ЕМТ6. Как и ожидалось, обработка SMC слегка задержало скорость роста опухо-

ли ЕМТ6 и немного повышали выживаемость опухолевых мышей, а комбинация носителя и VSV-51-

memTNFα или VSV∆51-solTNFα не оказала влияния на общую выживаемость или темпы роста опухоли 

(фиг. 30А и 30В). С другой стороны, экспрессируемый вирусом TNFα значительно замедлял темпы роста 

опухоли и приводил к увеличению выживаемости на 30 и 70%, соответственно. Примечательно, что 40% 

уровень опухолевого излечения при комбинированной обработке SMC и VSV∆51 (фиг. 4А) требовал 

четырех разовую обработку и дозу 5×10
8
 PFU VSV∆51. Однако комбинация онколитического VSV с экс-

прессией TNF-альфа и SMC приводила к повышению уровня излечения и проведению двух схем лечения 

при дозе вируса 1×10
8 

PFU. Для того, чтобы оценить можно ли применить эту стратегию лечения в от-

ношении других рефрактерных сингенных моделей, авторы оценивали обладает ли VSV∆51-solTNFα 

синергизмом с SMC на подкожной модели клеточной линии карциномы толстой кишки СТ-26. Как и 

ожидалось, авторы не наблюдали влияния на скорость роста опухоли или выживаемость при VSV∆51-

solTNFα и наблюдали умеренное снижение скорости роста опухоли и небольшое увеличение выживае-

мости (фиг. 30С). Тем не менее, авторы смогли усилить задержку роста опухоли и повысить выживае-

мость мышей с опухолями в случае комбинированной обработки SMC и VSV∆51-solTNFα. 

Следовательно, включение трансгена TNFα в онколитический вирус является значительным пре-

имуществом для комбинирования с SMC. Можно было легко предположить включение других трансге-

нов лигандов смерти, таких как TRAIL, FasL или лимфотоксин, в вирусы для синергетической активно-
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сти с SMC. 

Изучение потенциала SMC в отношении уничтожения опухолей головного мозга. 

Комбинация SMC с иммунными стимулирующими агентами может быть использована в отноше-

нии многим различных типов злокачественных новообразований, включая злокачественные новообразо-

вания головного мозга, для которых отсутствуют эффективные методы лечения, а иммунотерапия явля-

ется обещающим методом лечения. В качестве первого шага авторы определили, могут ли SMC прони-

кать сквозь гематоэнцефалический барьер (ВВВ) в модели опухолей головного мозга у мышей, так как 

ВВВ является значительным барьером для проникновения в мозг. Авторы наблюдали индуцированную 

SMC деградацию белков cIAP1/2 во внутричерепных опухолях СТ-2А через несколько часов после вве-

дения лекарственного средства, что указывает на то, что SMC способны проходить через ВВВ и облада-

ют антагонистической активностью в отношении cIAP1/2 и, возможно, XIAP в опухолях головного мозга 

(фиг. 31А). Авторы также показали, что прямая инъекция SMC (10 мкл 100 мкМ раствора) внутричереп-

ным путем может приводить к мощному ингибированию как белков cIAP1/2, так и XIAP (фиг. 31В), что 

является прямым следствием SMC-индуцированного аутоубиквитинирования белков IAP или результа-

том индукции гибели опухолевых клеток в случае исчезновения XIAP. В качестве второго авторы хотели 

определить, может ли системная стимуляция иммунных стимуляторов приводить к провоспалительному 

ответу в мозге наивных мышей. Действительно, авторы наблюдали выраженную активацию уровней 

TNFα головного мозга мышей, которые вводили внутрибрюшенно вместе с агонистом TLR3, поли (I:C), 

миметиком вируса (фиг. 32А). Авторы на основании этих данных, экстрагировали сырые белковые лиза-

ты из мозга мышей, которые получали поли (I:C) или клинические кандидаты онколитических рабдови-

русов VSV∆51, VSV-IFNβ или Maraba-MG1, а затем наносили эти лизаты на клетки глиобластомы СТ-2А 

или K1580 в присутствии SMC. Авторы наблюдали, что стимуляция врожденного иммунного ответа 

этими невирусными синтетическими или биологическими вирусными агентами приводила к повышен-

ной гибели клеток в присутствии SMC у этих двух клеточных линий глиобластомы (фиг. 32В). В качест-

ве третьего шага авторы также подтвердили, что поли (I:C) можно вводить непосредственно внутриче-

репным путем без явных токсических эффектов, что может обеспечить еще более усиленную индукцию 

цитокинов месте локализации опухолей (фиг. 32С). Наконец, авторы оценили, будет ли непосредствен-

ная стимуляцию иммунной системы в мозге или системная стимуляция приводить к длительному изле-

чению на моделях опухоли мозга у мышей, обработанных SMC. Комбинация перорального SMC и поли 

(I:C), внутричерепной путь введения, или VSV∆51, в.в., приводит к почти полному выживанию мыши с 

глиомой СТ-2А (фиг. 32D и 32Е) при ожидаемой выживаемости 86 и 100%, соответственно. Как следст-

вие наблюдаемого синергизма между SMC и внутричерепной обработкой поли (I:C), авторы также оце-

нивали возможность лечения глиомы СТ-2А непосредственными одновременными внутричерепными 

инъекциями SMC и рекомбинантного IFNα человека (B/D). Действительно, авторы наблюдали заметное 

положительное влияние выживаемости мышей при комбинированном лечении с частотой излечения 50% 

(фиг. 33). Важно отметить, что однократная или комбинированная обработка SMC или IFNα не приводи-

ла к какой-либо явной нейротоксичности у мышей с опухолью. В целом, эти результаты показали, что 

различные способы лечения SMC могут обладать синергетической активностью с множеством локально 

или системно вводимых стимуляторов врожденной иммунной системы для гибели злокачественных кле-

ток in vitro и уничтожения опухолей на моделях злокачественных новообразований у животных. СПО-

СОБЫ Реагенты LCL161 от Novartis (Houghton, P. J. et al. Initial testing (stage 1) of LCL161, a SMAC mi-

metic, by the Pediatric Preclinical Testing Program. Pediatr Blood Cancer 58: 636-639 (2012); Chen, K. F. et al. 

Inhibition of Bcl-2 improves effect of LCL161, a SMAC mimetic, in hepatocellular carcinoma cells. Biochemi-

cal Pharmacology 84: 268-277 (2012)). SM-122 и SM-164 от Dr. Shaomeng Wang (University of Michigan, 

USA) (Sun, H. et al. Design, synthesis, and characterization of a potent, nonpeptide, cellpermeable, bivalent 

Smac mimetic that concurrently targets both the BIR2 and BIR3 domains in XIAP. J Am Chem Soc 129: 15279-

15294 (2007)). AEG40730 (Bertrand, M. J. et al. cIAP1 and cIAP2 facilitate cancer cell survival by functioning 

as E3 ligases that promote RIP1 ubiquitination. Mol Cell 30: 689-700 (2008)) синтезировала Vibrant Pharma 

Inc (Brantford, Canada). OICR720 синтезировал Ontario Institute for Cancer Research (Toronto, Canada) (En-

were, E. K. et al. TWEAK and cIAP1 regulate myoblast fusion through the noncanonical NF-kappaB signalling 

pathway. Sci Signal 5: ra75 (2013)). IFNα, IFNβ, IL28 and IL29 получали от PBL Interferonsource (Piscata-

way, USA). Все дцРНК получали от Dharmacon (Ottawa, Canada; ON TARGETplus SMARTpool). CpG-

ODN 2216 синтезировали с помощью IDT (5'-gggGGACGATCGTCgggggg-3' (SEQ ID NO: 1), нижний ре-

гистр указывает на фосфоротиоатные связи между указанными нуклеотидами, а курсив указывает на три 

мотива CpG с фосфодиэфирными связями). Имиквимод приобретали у BioVision Inc. (Milpitas, USA). 

Poly(:C) получали от InvivoGen (San Diego, USA). LPS был от Sigma (Oakville, Canada). Культура клеток 

Клетки поддерживали при 37°С и 5% СО2 в среде DMEM с добавлением 10% инактивированной на-

греванием сыворотки эмбрионального теленка, пенициллина, стрептомицина и 1% незаменимых амино-

кислот (Invitrogen, Burlington, США). Все клеточные линии получали из АТСС, кроме следующих: 

SNB75 (Dr. D. Stojdl, Children's Hospital of Eastern Ontario Research Institut e) и SF539 (UCSF Brain Tumor 

Bank). Клеточные линии постоянно тестировали на заражение микоплазмой. Для трансфекций дцРНК 
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проводили обратную трансфекцию клеток с помощью RNAiMAX Lipofectamine (Invitrogen) или Dhar-

maFECT I (Dharmacon) в течение 48 ч в соответствии с протоколом производителя. 

Вирусы 

Серотип Indiana VSV∆51 (Stojdl, DF et al. VSV strains with defects in their ability to shutdown innate 

immunity are potent systemic anti-cancer agents. Cancer Cell 4(4), 263-275 (2003)) использовали в этом ис-

следовании и увеличивали их количество в клетка Vero. VSV∆51-GFP является рекомбинантным произ-

водным VSV∆51, экспрессирующим зеленый флуоресцентный белок медузы. VSV∆51-Fluc экспрессиру-

ет люциферазу светлячков. Количество VSV∆51 с делецией гена, кодирующего гликопротеин 

(VSV∆51∆G), увеличивали в клетках НЕК293Т, которые трансфицировали pMD2-G, используя Lipofec-

tamine2000 (Invitrogen). Для создания конструкции VSV∆51-TNFα полноразмерный ген TNFα встраива-

ли между вирусными генами G и L. Все вирусы VSV∆51 очищали на сахарозной подушке. Maraba-MG1, 

WDD-B18R-, реовирус и HSV1 ICP34.5 получали, как описано ранее (Brun, J. et al. Identification of geneti-

cally modified Maraba virus as an oncolytic rhabdovirus. Mol Ther 18, 1440-1449 (2010); Le Boeuf, F. et al. 

Синергическое взаимодействие между онколитическими вирусами усиливает гибель клеток. Mol Ther 18, 

888-895 (2011); Lun, X. et al. Efficacy and safety/toxicity study of recombinant vaccinia virus JX-594 in two 

immunocompetent animal models of glioma. Mol Ther 18, 1927-1936 (2010)). Получение аденовирусных 

векторов, экспрессирующих GFP или экспрессирующих GFP вместе с доминантным негативным IKKβ, 

проводили как описано ранее 16. 

Анализ жизнеспособности in vitro 

Клеточные линии высевали в 96-луночные планшеты и инкубировали в течение ночи. Клетки обра-

батывали носителем (0,05% ДМСО) или 5 мкМ LCL161 и инфицировали указанным MOI OV или обра-

батывали 250 Ед/мл IFNβ, 500 Ед/мл IFNα, 500 Ед/мл IFNγ, 10 нг/мл IL28 или 10 нг/мл IL29 в течение 48 

ч. Жизнеспособность клеток определяли с помощью Alamar blue (натриевая соль резазурина (Sigma)), и 

данные нормировали с обработкой носителем. Выбранный размер образца согласуется с предыдущими 

отчетами, в которых использовался аналогичный анализ для анализов жизнеспособности. Для комбина-

ционных индексов клетки высевали в течение ночи, обрабатывали серийными разведениями фиксиро-

ванной смеси VSV∆51 и LCL161 (соотношения 5000:1, 1000:1 и 400:1 PFU VSV∆51: мМ LCL161) в тече-

ние 48 ч, и оценивали жизнеспособность клеток с помощью Alamar blue. Комбинированные индексы (CI) 

рассчитаны по методу Чжоу и Талалая, используя Calcusyn (Chou, Т. С. & Talaly, P. A simple generalized 

equation for the analysis of multiple inhibitions of Michaelis-Menten kinetic systems. J Biol Chem 252, 6438-

6442 (1977)). Для определения статистических показателей (среднее значение со стандартным отклоне-

нием или стандартной ошибкой) использовали n=3 биологических повторов. 

Анализ распространения 

Конфлюентный монослой клеток 786-0 покрывали 0,7% агарозой в полной среде. Небольшое от-

верстие было сделано пипеткой в агарозном слое в середине лунки, и введено 5×10
3
 PFU VSV∆51-GFP. 

Сверху слоя наносили среду, содержащую носитель или 5 мкМ LCL161, клетки инкубировали в течение 

4 дней, делали флуоресцентную визуализацию, и клетки окрашивали кристаллическим фиолетовым. 

Совместная культура спленоцитов 

ЕМТ6 клетки культивировали в мультилуночных планшетах и сверху помещали вставки культура-

ми клеток, содержащие нефракционированные спленоциты. Кратко, одноклеточные суспензии получены 

путем пассирования селезенок мыши через нейлоновую сетку с размером ячеек 70 мкм, и эритроциты 

лизировали буфером для лизиса АСК. Спленоциты обрабатывали в течение 24 ч либо 0,1 MOI 

VSV∆51∆G, 1 мкг/мл поли (I:C), 1 мкг/мл LPS, 2 мкМ имиквимода, либо перед этим 0,25 мкМ CpG в 

присутствии 1 мкМ LCL161. Жизнеспособность клеток ЕМТ6 определяли окрашиванием кристалличе-

ским фиолетовым. Для определения статистических показателей (среднее значение, стандартное откло-

нение) использовали n=3 биологических повторов. 

Биоанализ на цитокиновые ответы 

Клетки инфицировали указанным MOI VSV∆51 в течение 24 ч, и супернатант клеточной культуры 

подвергали воздействию УФ-излучения в течение 1 ч для инактивации частиц VSV∆51. Затем инактиви-

рованный ультрафиолетом суперанатант наносили на наивные клетки в присутствии 5 мкМ LCL161 в 

течение 48 ч. Жизнеспособность клеток оценивали по Alamar blue. Для определения статистических по-

казателей (среднее значение, стандартное отклонение) использовали n=3 биологических повторов. 

Микроскопия 

Для измерения активации каспазы-3/7, к клеткам добавляли 5 мкМ LCL161, указанное количество 

MOI VSV∆51 и 5 мкМ реагента CellPlayer Apoptosis Caspase-3/7 (Essen Bioscience, Ann Arbor, USA). 

Клетки помещали в инкубатор, оснащенный микроскопом IncuCyte Zoom с объективом 10Х, и получали 

фазово-контрастные и флуоресцентные изображения в течение 48 ч. Альтернативно, клетки обрабатыва-

ли 5 мкМ LCL161 и 0,1 MOI VSV-51-GFP и SMC в течение 36 ч и метили с помощью набора для анализа 

Magic Red Caspase-3/7 (ImmunoChemsitry Technologies, Bloomington, США). Для измерения доли апопто-

тических клеток добавляли 1 мкг/мл Appin V-CF594 (Biotium, Hayward, США) и 0,2 мкМ YOYO-1 (Invi-

trogen) в клетки, обработанные SMC и VSV∆51. Изображения получали в течение 24 ч после обработки, 
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используя IncuCyte Zoom. Нумерацию сигналов флуоресценции осуществляли с помощью алгоритма 

подсчета, интегрированного в программное обеспечение IncuCyte Zoom. Для определения статистиче-

ских показателей (среднее значение, стандартное отклонение) использовали n=2 (каспаза-3/7) или n=9 

(Аннексин V, YOYO-1) биологических повторов. 

Мультистадийные кривые роста 

Клетки обрабатывали носителем или 5 мкМ LCL161 в течение 2 ч и затем инфицировали при ука-

занном MOI VSV∆51 в течение 1 часа. Клетки промывали PBS и пополняли носитель или 5 мкМ LCL161 

и инкубировали при 37°С. Аликвоты получали в указанные моменты времени, и титры вируса оценивали 

стандартным анализом бляшек, используя клетки VERO африканских зеленых обезьян. 

Вестерн-иммуноблоттинг 

Клетки соскабливали, собирали путем центрифугирования и лизировали в буфере для лизиса RIPA, 

содержащем коктейль ингибиторов протеазы (Roche, Laval, Canada). Равные количества растворимого 

белка разделяли на полиакриламидных гелях с последующим переносом на нитроцеллюлозные мембра-

ны. Отдельные белки обнаруживали с помощью вестерн-иммуноблоттинга с использованием следующих 

антител: pSTAT1 (9171), каспазы-3 (9661), каспазы-8 (9746), каспазы-9 (9508), DR5 (3696), TNF-R1 

(3736) cFLIP (3210) и PARP (9541) от Cell Signaling Technology (Danvers, США); каспазы-8 (1612) от Enzo 

Life Sciences (Farmingdale, USA); IFNAR1 (EP899) и TNF-R1 (19139) от Abcam (Cambridge, USA); капспа-

зы-8 (AHZ0502) от Invitrogen; cFLIP (клон NF6) от Alexis Biochemicals (Lausen, Switzerland); RIP1 (клон 

38) от BD Biosciences (Franklin Lakes, USA); и Е7 от Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa City, 

USA). Поликлональные антитела кролика против крысы, IAP1 и IAP3, использовали для обнаружения 

cIAP1/2 и XIAP человека и мыши, соответственно. Для обнаружения первичных антител использовали 

AlexaFluor680 (Invitrogen) или IRDye800 (Li-Cor, Линкольн, США), а инфракрасные флуоресцентные 

сигналы обнаруживали с помощью инфракрасной системы визуализации Odyssey (Li-Cor). 

ОТ-кПЦР 

Общую РНК выделяли из клеток, используя набор RNAEasy Mini Plus (Qiagen, Toronto, Canada). 

Двухступенчатый ОТ-кПЦР осуществляли с помощью Superscript III (Invitrogen) и SsoAdvanced SYBR 

Green supermix (BioRad, Mississauga, Канада) на Mastercycler ep realplex (Eppendorf, Mississauga, Canada). 

Все праймеры получали от realtimeprimers.com. Для определения статистических показателей (среднее 

значение, стандартное отклонение) использовали n=3 биологических повторов. 

ELISA 

Клетки инфицировали вирусом в указанном количестве MOI или обрабатывали IFNβ в течение 24 

ч, а супернатанты осветленных клеточных культур концентрировали с использованием фильтрующих 

единиц Amicon Ultra. Цитокины измеряли с помощью наборов для анализа TNFα Quantikine высокой 

чувствительности, TNFα DuoSet, TRAIL DuoSet (R & D Systems, Minneapolis, USA) и VeriKine IFNβ 

(PBL Interferonsource). Для статистического анализа использовали n=3 биологических повторов. 

Модель опухоли молочной железы ЕМТ6 

Опухоли молочной железы получали путем инъекции 1×10
5
 клеток нативных ЕМТ6 или ЕМТ6, ме-

ченных люцеферазой светлячка (ЕМТ6-Fluc) в слой жировой ткани молочной железы 6-недельных самок 

мышей BALB/c. Мыши с пальпируемыми опухолями (~100 мм
3
) обрабатывали одновременно либо носи-

телем (30% 0,1М HCl, 70% 0,1 М NaOAc, pH 4,63), либо 50 мг/кг LCL161 per os, и либо в.в. инъекцией 

либо PBS, либо 5×10
8
 PFU VSV∆51 два раза в неделю в течение двух недель. Для обработки poly(:C) 25 и 

SMC, животным вводили LCL161 два раза в неделю и либо BSA (в.о.), либо 20 мкг поли (I:C), либо 2,5 

мг/кг poly(:C) в.б. четыре раза в неделю. Группе SMC и CpG вводили 2 мг/кг CpG (в.б.), а на следующий 

день вводили CpG и SMC. Введение CpG и SMC повторяли через 4 дня. Группы лечения были назначены 

по клетками, и каждая группа имела min n=4-8 для статистических измерений (среднее значение, стан-

дартная ошибка, анализ Каплан-Мейер с log-ранк). Размер выборки согласуется с предыдущими запися-

ми, в которых изучался рост опухоли и выживаемость мышей после лечения рака. Слепой анализ был 

невозможен. Животных подвергали эвтаназии, когда опухоль давала внутрибрюшинные метастазы или 

когда опухолевая нагрузка превышала 2000 мм
3
. Объем опухоли рассчитывали с использованием (π) 

(W)
2
(L)/4, где W=ширина опухоли и L=длина опухоли. Опухолевую биолюминесценцию визуализирова-

ли с помощью системы рентгеновского излучения Xenogen 2000 IVIS CCD (Caliper Life Sciences Massa-

chusetts, США) после инъекции 4 мг люциферина (Gold Biotechnology, Сент-Луис, США). 

Модель подкожной опухоли НТ-29 

Подкожные опухоли получали путем инъекции 3×10
6
 НТ-29 в правую фалангу 6-недельных самок 

"голых" мышей CD-1. Пальпируемые опухоли (~200 мм
3
) обрабатывали пятью внутриутробными инъек-

циями PBS или 1×10
8
 PFU VSV∆51. Через четыре часа мышам вводили носитель или 50 мг/кг LCL161 

per os. Группы лечения были назначены по клетками, и каждая группа имела min n=5-7 для статистиче-

ских измерений (среднее значение, стандартная ошибка, анализ Каплан-Мейер с log-ранк). Размер вы-

борки согласуется с предыдущими записями, в которых изучался рост опухоли и выживаемость мышей 

после лечения рака. Слепой анализ был невозможен. Животных подвергали эвтаназии, когда опухолевая 

нагрузка превышала 2000 мм
3
. Объем опухоли рассчитывали с использованием (π) (W)

2
(L)/4, где 
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W=ширина опухоли и L=длина опухоли. 

Все эксперименты на животных проводились с одобрения the University of Ottawa Animal Care and 

Veterinary Service в соответствии с принятыми принципами, утвержденными the Canadian Council on An-

imal Care. 

Антитело-опосредованная нейтрализация цитокинов 

Для нейтрализации сигнального пути TNFα in vitro, к клеткам ЕМТ6 добавляли 25 мкг/мл α-TNFα 

(XT3.11) или контроль с изотипом (HRPN) в течение 1 ч перед совместной обработкой LCL161 и 

VSV∆51 или IFNβ в течение 48 ч. Жизнеспособность оценивали с помощью Alamar blue. Для нейтрали-

зации TNFα в модели с опухолью ЕМТ6-Fluc, вводили 0,5 мг α-TNFα или α-HRPN через 8, 10 и 12 дней 

после имплантации. Мышей обрабатывали 50 мг/кг LCL161 (п.о.) через 8, 10 и 12 дней после импланта-

ции и инфицировали 5×10
8
 PFU VSV∆51 в.в. на 9, 11 и 13 день. Для нейтрализации сигнального пути IFN 

типа I, мышам с опухолью ЕМТ6 вводили путем инъекции 2,5 мг α-IFNAR1 (MAR1-5A3) или изотипи-

ческого контроля (МОРС-21), и обрабатывали 50 мг/кг LCL161 (п.о.) в течение 20 ч. Мышей инфициро-

вали 5×10
8
 PFU VSV∆51 (в.в.) в течение 18-20 ч, и опухоли анализировали Вестерн-блоттингом. Все ан-

титела были получены от BioXCell (West Lebanon, USA). 

Проточная цитометрия и сортинг 

Клетки ЕМТ6 обрабатывали одновременно 0,1 MOI VSV∆51-GFP и 5 мкМ LCL161 в течение 20 ч. 

Клетки трипсинизировали, пермеабилизировали с помощью набор CytoFix/CytoPerm (BD Biosciences) и 

окрашивали APC-TNFα (MP6-XT22) (BD Biosciences). Клетки анализировали на проточном цитометре 

Cyan ADP 9 (Beckman Coulter, Mississauga, Canada), и данные анализировали с помощью FlowJo (Tree 

Star, Ashland, USA). 

Спленоциты были обогащены на CD11b, используя набор позитивной селекции EasySep CD11b 

(StemCell Technologies, Ванкувер, Канада). Клетки CD49+ обогащали с помощью набора для позитивной 

селекции EasySep CD49b (StemCell Technologies) из фракции CD11b-. Клетки CD11b+ окрашивали F4/80-

PE-Cy5 (BM8, eBioscience) и Gr1-FITC (RB6-8C5, BD Biosciences) и затем сортировали с помощью MoFlo 

Astrios (Beckman Coulter). Данные проточной цитометрии анализировали с помощью Kaluza (Beckman 

Coulter). Выделенные клетки инфицировали VSV∆51 в течение 24 ч, а супернатанты очищенных клеточ-

ных культур добавляли к клеткам ЕМТ6 в течение 24 ч в присутствии 5 мкМ LCL161. 

Макрофаги, полученные из костного мозга 

Бедренную и лучевую кость мыши получали и промывали для удаления костного мозга. Клетки 

культивировали в RPMI с 8% FBS и 5 нг/мл M-CSF в течение 7 дней. Для подтверждения чистоты мак-

рофагов использовали проточную цитометрию (F4/80+ CD11b+). 

Иммуногистохимия 

Иссеченные опухоли фиксировали в 4% PFA, помещали в смесь 1:1 соединения ОСТ и 30% сахаро-

зы и секционировали на криостате при 12 мкм. Срезы делали проницаемыми с помощью 0,1% Triton X-

100 в блокирующем растворе (50 мМ Tris-HCl, pH 7,4, 100 мМ L-лизина, 145 мМ NaCl и 1% BSA, 10% 

козьей сыворотки). α-расщепленную каспазу 3 (С92-605, BD Pharmingen, Mississauga, Canada) и поли-

клональную антисыворотку VSV (Dr. Earl Brown, University of Ottawa, Canada) инкубировали в течение 

ночи, а затем повторно инкубировали вместе со вторичными антителами, связанными с AlexaFluor (Invi-

trogen). 

Статистический анализ 

Сравнение графиков выживания Каплана-Мейера с помощью анализа логарифмического ранжиро-

вания и последующими парными множественными сравнениями проводили с использованием метода 

Холма-Сидака (SigmaPlot, Сан-Хосе, США). Расчет значения ЕС50 осуществляли в GraphPad Prism с ис-

пользованием нормированного нелинейного регрессионного анализа. Сдвиг ЕС50 рассчитывали путем 

вычитания log10 ЕС50 клеток, обработанных SMC и инфицированных VSV∆51, из log10 ЕС50 клеток, обра-

ботанных носителем и инфицированных VSV∆51. Чтобы нормализации степени синергии SMC, значение 

ЕС50 нормировали до 100% для того, чтобы компенсировать гибель клеток, вызванную только обработ-

кой SMC. 

Пример 3. Иммунотерапия, содержащая SMC, показала противомиеломную активность. 

Блокада контрольных точек иммунной системы обладает синергитической активностью с обработ-

кой SMC и замедляет прогрессирование заболевания при ММ. 

Клетки МРС-11, стабильно экспрессирующие трансген люциферазы, имплантировали путем внут-

ривенной инъекции мышам BALB/c. Эта модель MM in vivo эффективно имитирует заболевание челове-

ка и последующий прогноз прогрессирования заболевания. Клетки МРС-11 получали из плазмоцитомы 

мыши. После двух раундов обработки SMC и моноклональными антителами против PD-1 или CTLA-4, 

монотерапия на основе анти-PD-1 показала ответ с точки зрения задержки прогрессирования заболева-

ния. Мыши, которым вводили комбинацию анти-PD-1 и SMC, показали лучший ответ, при этом практи-

чески не было опухолевой нагрузки, определяемой сигналом люминесценции (фиг. 35). Эта комбинация 

также значительно продлевала выживаемость мышей по сравнению с контрольной группой (р=0,01) и 

была сравнима с монотерапей PD-1 (р=0,0163). 
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Интерфероны 1 типа обладают синергитечкой активностью с SMC и вызывают смерть клеток ММ. 

В исследовании in vitro, в котором проводили анализ эффектов различных цитокинов в комбинации 

с SMC, внимание было сосредоточено на IFN типа 1. В частности, IFNα и IFNβ показали очень сильную 

синергическую активность в отношении уничтожения клеток ММ вместе SMC в большинстве тестируе-

мых клеточных линий (фиг. 36А). Используя ту же модель мыши МРС-11, мышам вводили рекомби-

нантный IFNα и SMC в трех разных временных точках (фиг. 37). 

Онколитические вирусы обладают синергетической активностью с SMC и вызывают гибель клеток 

ММ. 

Онколитический вирус, полученный из везикулярного соматического вируса, VSV∆51, обладает 

синергетической активностью с SMC in vitro и вызывает клеточную гибель клеток МРС-11 (фиг. 36В и 

36С). Комбинации, содержащие SMC, также тестировали в модели сингенных МРС-11 мыши. Комбини-

рованное лечение не снижало опухолевую нагрузку так же эффективно, как VSV∆51, и плохо переноси-

лось мышами. Однако монотерапия VSV∆51 задерживала прогрессирование заболевания, и повышение 

выживаемости было значительным по сравнению с необработанной контрольной группой (р=0,0379, 

анализ логарифмического рангового критерия) (фиг. 38). 

SMC обладает синергетической активностью со стандартными видами терапии при ММ. 

Анализы жизнеспособности in vitro показали синергическую гибель клеток ММ в комбинации на 

основе SMC с синтетическим глюкокортикоидным дексаметазоном (Dex) (фиг. 39В). Когда SMC объе-

диняли с антагонистом глюкокортикодного рецептора RU486, уровни клеточной гибели были сравнимы, 

что предполагает, что синергетическая активность может быть вызвана не активацией GCR, а ее ингиби-

рующим действием на NF-κВ. 

Комбинированное лечение на основе SMC активирует сигнализацию NF-κВ и вызывает апоптоз 

клеток ММ. 

Обработка SMC эффективно вызвала быструю деградацию cIAP1 и cIAP2 (фиг. 40А). При моноте-

рапии, обработка SMC увеличивала передачу сигналов NF-κВ; начиная с небольшого кратковременного 

повышения в классическом пути, о чем свидетельствует более высокое соотношение фосфорилированно-

го-р65 к р65, а затем оно уменьшалось (фиг. 40В). По мере ослабления активации классического пути 

альтернативный начинал очень сильно активироваться путь NF-κВ, что было показано увеличением со-

отношения р52 к р100 (фиг. 40С). Апоптоз в клетках подтверждали наличием расщепленной поли(ADP-

рибозной)полимеразы (PARP). Расщепление PARP часто используют в качестве апоптотического марке-

ра, поскольку оно является субстратом каспаз на ранних стадиях апоптоза. 

Сочетание SMC либо с IFNβ (фиг. 41), либо с VSV∆5, либо с VSVmIFN (содержащим встроенный 

ген IFNβ мыши) (фиг. 42) имеет многие из тех же характеристик, что и монотерапия SMC. For instance, 

the classical pathway was eventually down- regulated and the alternative pathway was upregulated. Апоптоз 

также присутствовал, о чем свидетельствует расщепление PARP и расщепление каспазы 8. Рецептор IFN, 

IFNAR1, также был ингибирован обработкой IFN, что представляет особый интерес, поскольку этот факт 

является необходимым для продолжительного ответа. Вместе с обработкой VSV, RIP1 был почти полно-

стью деградирован в поздние временные точки; это еще один сигнал апоптоза, так как он разрушается 

каспазой 8 после образования рипоптосомы. 

Чувствительность к SMC в MM1R и MM1S связана с экспрессией глюкокортикоидного рецептора. 

Ответ на опосредованную SMC клеточную гибель сильно изменяться в зависимости от клеточных 

линий MM1R и MM1S человека, которые получены из одной и той же родительской линии, и отличают-

ся только экспрессией GCR. MM1R, в которой не обнаруживается экспрессия GCR (фиг. 39А), очень 

чувствительна к SMC (фиг. 39С), при этом MM1S, которая имеет высокий уровень экспрессии GCR, яв-

ляется резистентной. MM1S может стать чувствительной к обработке SMC при обработке либо Dex, либо 

антагонистом GCR RU486 (фиг. 39В). 

Стимуляторы врожденного иммунного ответа активируют ингибиторы адаптивного иммунного от-

вета. 

Клеточные линии ММ человека, U266, MM1R и MM1S, активно активировали PD-L1 в ответ на об-

работку IFNβ. Сопоставимое повышение активности было также замечено для комбинации SMC и IFNβ. 

Другой лиганд для PD-1, PD-L2 аналогичным образом регулировался обработкой на основе IFNβ. Этот 

эффект был заметен как в ранние, так и в поздние временные точки для обоих белков (фиг. 43). Это го-

ворит о том, что любые стимуляторы иммунной системы, которые активируют IFN типа 1, приведут к 

усилению коингибирующих молекул Т-клеток. 

Комбинация SMC и иммуномодулирующих агентов приводит к гибели злокачественных клеток, к 

которым также относятся CD8+ Т-клетки. 

На фиг. 44А и 44В представлены графики, на которых показаны данные эксперимента, в котором 

излеченным после двойной обработки мышам проводили повторную инъекцию в жировой слой молоч-

ной железы клеток ЕМТ6 (через 180 дней после исходной постимплантационной даты) или делали внут-

ричерепную инъекцию клеток СТ-2А (через 190 дней после исходной постимплантационной даты). 

На фиг. 44С показан график, на котором продемонстрированы данные эксперимента, в котором 
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клетки СТ-2А глиомы или клетки ЕМТ6 рака молочной железы трипсинизировали, поверхностно окра-

шивали конъюгированным контролем с изотипом IgG или анти-PD-L1 и подвергали проточной цитомет-

рии. 

На фиг. 44D представлен график, на котором приведены данные эксперимента, в котором CD8+ Т-

клетки отделяли от спленоцитов (от наивных мышиных или от мышей, у которых ранее была излечена 

опухоль ЕМТ6), используя набор для позитивной магнитной селекции CD8 Т-клеток, и на них проводили 

анализ ELISpot для обнаружения IFNγ и Гранзима В. CD8+ Т-клетки совместно культивировали со сре-

дой или злокачественными клетками (соотношение злокачественных клеток к CD8+ Т-клеткам равно 

12:1) и 10 мг контрольного IgG или анти-PD-1 в течение 48 ч. Три мыши использовали в качестве неза-

висимых биологических репликатов (ранее у них была излечена опухоль ЕМТ6). Клетки 4Т1 служат от-

рицательным контролем, поскольку клетки 4Т1 и ЕМТ6 несут одинаковые антигены главного комплекса 

гистосовместимости. 

SMC и ингибиторы контрольных точек иммунного ответа обладают синергизмом на моделях орто-

топической мыши со злокачественной опухолью. 

На фиг. 45А представлен график, на котором показаны данные экспертимента, в котором мышам с 

опухолью молочной железы ЕМТ6 однократно внутримышечно вводили PBS или 1×10
8
 PFU VSVD51, а 

через пять дней мышам вводили комбинации носителя или 50 мг/кг LCL161 (SMC), перорально, и 250 мг 

анти-PD, внутрибрюшинно (в.б). На фиг. 45В и 45С представлены графики, на которых показаны данные 

эксперимента, в котором мышам с внутричерепными опухолями СТ-2А или GL261, вводили четыре раза 

носитель или 75 мг/кг LCL161 (перорально) и 250 мг (в.б.) контрольный IgG, анти-PD-1 или анти-CTLA-

4. 

На фиг. 45D представлен график, на котором показаны данные эксперимента, в котором атимичным 

"голым" мышам CD-1 с внутричерепной опухолью СТ-2А, вводили 75 мг/кг LCL161 (перорально) и 250 

мг (в.б.) анти-PD-1. 

Пример 4. Миметики Smac обладают синергетической активность с ингибиторами контрольных то-

чек иммунного ответа и способствуют иммунитету опухоли. 

Культура клеток 

Клеточные линии RPMI-8226, U266, MM1R, MM1S, МРС-11 приобретали в АТСС. МРС-11 культи-

вировали в DMEM (Hyclone) с 10% FBS (Hyclone), U266 культивировали в RPMI-1640 (Hyclone) с 15% 

FBS, все другие линии культивировали в RPMI-1640 с 10% FBS. 

Клетки поддерживали при 37°С и 5% СО2 в среде DMEM с добавлением 10% инактивированной на-

греванием сыворотки эмбрионального теленка и 1% незаменимых аминокислот (Invitrogen). Все клеточ-

ные линии получали из АТСС, кроме следующих: SNB75 (Dr. D. Stojdl, Children's Hospital of Eastern On-

tario Research Institut e) и SF539 (UCSF Brain Tumor Bank). Первичные клетки NF1-/+p53-/+ получали у 

мышей C57B1/6J р53+/-/NF1+/-. Клеточные линии постоянно тестировали на заражение микоплазмой. 

BTIC культивировали в бессывороточной культуральной среде, с добавлением EGF и FGF-250. Для 

трансфекции дцРНК, проводили обратную трансфекцию клеток с помощью RNAiMAX Lipofectamine 

(Invitrogen) или DharmaFECT I (Dharmacon) в течение 48 ч в соответствии с протоколом производителя. 

Клеточные линии постоянно тестировали на заражение микоплазмой. BTIC культивировали в бессыво-

роточной культуральной среде, с добавлением EGF и FGF-2. Для трансфекции дцРНК, проводили обрат-

ную трансфекцию клеток с помощью RNAiMAX Lipofectamine (Invitrogen) или DharmaFECT I (Dhar-

macon) в течение 48 ч в соответствии с протоколом производителя. Антитела и реагенты In vivo: LCL161 

был щедрым подарком от Novartis. Анти-PD-1 (клон J43) приобретали у BioXcell. Poly(:C) (степень чис-

тоты вакцины HMW, Invivogen). IFNα (для использования in vivo) был щедрым подарком от д-ра Peter 

Staeheli, Германия. Tetralogic Pharmaceuticals получали от Birinapant. 

In vitro: IFN получали из анализа PBL; Дексаметазон и RU486 приобретали в Sigma Aldrich. 

Используемые антитела включают RIAP1 (имеется в распоряжении), PD-L1 (Abcam), PD-L2 (R & D 

Systems), GCR (Snata Cruz), P100 (Cell Signalling), P65 (Cell signalling), p-P65 (Cell signalling), IFNAR1 

(Abcam), PARP (Cell Signalling), тубулин (Developmental Studies Hybridoma Bank), RIP1 (R&D Systems), 

каспаза 8 (R&D Systems). 

AT-406, GDC-0917 и AZD-5582 приобретали в Active Biochem. 

TNF-α приобретали в Enzo. TNF-α получали из PBL Assay Science. Широкий диапазон хозяев IFN-

αB/D получали на дрожжах и очищали аффинной иммунохроматографией. Немишеневую дцРНК или 

дцаРНК, нацеленную на cFLIP, получали от Dharmacon (ON-TARGETplus SMARTpool). Высокомолеку-

лярный poly(:C) получали от Invivogen. 

Работа с животными 

4-5-недельных мышей BALB/c покупали в Charles River и им в.в. вводили 1×10
6
 клеток МРС-11 

Fluc, стабильно экспрессирующих трансгены люциферазы светлячка (Fluc). Обработка включает 50 мг/кг 

LCL161, 250 мкг анти-PD-1, 250 мкг анти-CTLA4, 25 мкг poly(:C), 5×10
8
 pfu VSV∆51, 1 мкг IFNα. Визуа-

лизацию мышей проводили с помощью системы визуализации in vivo IVIS после в.в. инъекции 200 мкл 

люциферина для измерения люминесценции. 
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Вирусы 

В данном исследовании использовали серотип Indiana VSV. VSV-EGFP, VSV∆51 (без аминокисло-

ты 51 в гене М) и Maraba-MG1 увеличивали в количестве в клетках Vero и очищали на градиенте Opti-

Prep. Количество VSV∆51 с делецией гена, кодирующего гликопротеин (VSV∆51∆G), увеличивали в 

клетках HEK293T, которые трансфицировали pMD2-G, используя Lipofectamine2000 (Invitrogen), и очи-

щали на сахарозной подушке. NRRP получали путем обработки VSV-EGFP ультрафиолетом (250 

мДж/см
2
), используя сшивающий агент XL-1000 UV (Spectrolinker). 

Анализ жизнеспособности in vitro 

Клеточные линии высевали в 96-луночные планшеты и инкубировали в течение ночи. Клетки обра-

батывали носителем (0,05% ДМСО) или LCL161 и инфицировали указанным количеством MOI вируса 

или обрабатывали 1 мкг мл-
1
 IFN-αB/D, 0,1 нг·мл

-1
 TNF-α, или указанным количеством NRRP в течение 

48 ч. Жизнеспособность клеток определяли с помощью Alamar blue (натриевая соль резазурина (Sigma)), 

и данные нормировали с обработкой носителем. Выбранный размер образца согласуется с предыдущими 

отчетами, в которых использовался аналогичный анализ для анализов жизнеспособности, но для опреде-

ления размера не использовали статистические методы. 

Вестерн-блоттинг 

Клетки соскабливали, собирали путем центрифугирования и лизировали в буфере для лизиса RIPA, 

содержащем коктейль ингибиторов протеазы (Roche). Опухоли иссекали, измельчали и лизировали, как 

указано выше. Равные количества растворимого белка разделяли на полиакриламидных гелях с после-

дующим переносом на нитроцеллюлозные мембраны. Отдельные белки обнаруживали с помощью Вес-

терн-блоттинга, используемого для cFLIP (7F10, 1:500, Alexis Biochemicals) и β-тубулина (1:1000, Е7 от 

Hybridoma Bank Developmental Studies). Поликлональные антитела кролика против крысы, IAP1 и IAP3, 

использовали для обнаружения cIAP1/2 и XIAP человека и мыши, соответственно (1:5000; Cyclex Co.). 

Для обнаружения первичных антител использовали AlexaFluor680 (Invitrogen) или IRDye800 (Li-Cor) 

(1:2500), а инфракрасные флуоресцентные сигналы обнаруживали с помощью инфракрасной системы 

визуализации Odyssey (Li-Cor). Полноразмерные блоты показаны на фиг. 68A-68D. 

ELISA 

Для обнаружения TNF-α in vivo, мышей обрабатывали 50 мкг poly(:C) внутрибрюшинно (в.б.) или 

5×10
8
 PFU VSV∆51 внутривенно (в.в.). Мозги гомогенизировали в 20 мМ HEPES-KOH (рН 7,4), 150 мМ 

NaCl, 10% глицерина и 1 мМ MgCl2, с добавлением коктейля ингибиторов протеаз, не содержащим 

EDTA (Roche). NP-40 добавляли до конечной концентрации 0,1% и осветляли путем центрифугирования. 

Равные количества обрабатывали для обнаружения TNF-α с помощью наборов для анализа QuantKine 

TNF-α (R&D Systems). 

Чтобы оценить специфичность адаптивного иммунного ответа, мышам, вылеченным от опухолей 

СТ-2А обработкой SMC и анти-PD-1, и контрольным (наивным) C57BL/6 самкам того же возраста, вво-

дили подкожно 1×10
6
 клетки СТ-2А. Спустя семь дней спленоциты выделяли и культивировали вместе с 

клетками СТ-2А в течение 48 ч (соотношение спленоцитов и злокачественных клеток 20:1) в присутст-

вии носителя или 5 мкМ SMC или 20 мкг мл
-1

 указанных антител. Секрецию IFN-γ, GrzB, TNF-α, IL-17, 

IL-6 и IL-10 определяли с помощью ELISA (наборы от R&D Systems). Модели опухолей головного мозга 

СТ-2А и GL261 5-недельные самки "голых" мышей C57BL/6 или CD-1 анестезировали изофлуораном, и 

хирургический участок выбривали и обрабатывали 70% этанолом. 5×10
4
 клетки были стереотаксически 

вводили в объеме 10 мкл в левое полосатое тело в течение 1 мин в следующие координаты: 0,5 мм спере-

ди, 2 мм латерально от теменной кости и 3,5 мм в глубину. Кожу закрывали хирургическим клеем. Мы-

шам вводили либо носитель (30% 0,1 М HCl, 70% 0,1 М NaOAc, pH 4,63), либо 75 мг кг
-1

 LCL161 перо-

рально и внутриопухолевым путем (в.о.), в 10 мкл с 50 мкг poly(:C) внутривенно (в.в.), с 5×10
8
 VSV∆51 

или внутрибрюшинно (в.б.) с 250 мкг анти-CD4 (GK1.5), анти-CD8 (YTS169.4), анти-PD1 (J43) или 

CTLA-4 (9H10). 

В случае введения биринпатина, мышам вводили носитель (12,5% Captisol) или 30 мг кг
-1

 бирина-

панта (в.б.). В некоторых случаях животным вводили анти-IFNAR1 (MAR1-5A3), анти-IFN-γ (R4-6А2) 

или анти-TNF-α (ХТ3.11). Контроль с изотипическим IgG антителом использовали следующим образом: 

ВЕ0091, ВЕ0087, ВР0090, МОРС-21 или HPRN. Все нейтрализующие и контрольные антитела получали 

от BioXCell. Для внутричерепного введения SMC и IFN типа I мышам вводили по 10 мкл комбинации 

носителя (0,5% ДМСО), 100 мкМ LCL161, 0,01% BSA или 1 мкг IFN-αB/D. Альтернативно, мышам пе-

рорально вводили носитель или 75 мг кг
-1

 LCL161 и 1 мкг IFN-α B/D (в.б.). Животных подвергали эвта-

назии, когда они проявляли заранее определенные признаки неврологического дефицита (неспособность 

перемещаться, потерю веса >20% массы тела, летаргический сон, сгорбленную позу). Группы лечения 

были назначены по клетками, и каждая группа имела от 5 до 9 мышей для статистических измерений 

(анализ Каплан-Мейер с логарифмическим ранговым критерием). Рандомизации не было, и ведущий ис-

следователь не знал как распределены группы. 

Размер выборки согласуется с предыдущими записями, в которых изучался рост опухоли и выжи-

ваемость мышей после лечения злокачественного новообразования, но для определения размера выборки 
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статистических анализов не проводили. 

МРТ 

МРТ головного мозга живых мышей проводили в доклиническом отделении для визуализации the 

University of Ottawa, используя 7 Tesla GE/Agilent MR 901. Мышей анестезировали для проведения МРТ 

с использованием изофлурана. Для формирования изображения использовали последовательность им-

пульсов двойной быстрой эхо- последовательности (FSE) для получения 2D-изображения со следующи-

ми параметрами: 15 заданных срезов, толщина среза=0,7 мм, расстояние=0 мм, поле зрения=2 см, матри-

ца=256×256, время эха=25 мс, время повторения=3000 мс, длина эхо- последовательности=8, полоса 

пропускания=16 кГц, 1 средняя и насыщение сигнала от жира. Последовательность FSE выполняли как в 

поперечной, так и в корональной плоскостях, при общем времени формирования изображения около 5 

мин. 

Модель опухоли молочной железы ЕМТ6 

Опухоли молочной железы получали путем инъекции 1×10
5
 клеток ЕМТ6 в жировую ткань молоч-

ной железы 5-и недельным самкам мышей BALB/c. Мышам с пальпируемыми опухолями (~100 мм
3
) 

вводили одновременно либо носитель (30% 0,1 М HCl, 70% 0,1М NaOAc, pH 4,63), либо 50 мг/кг LCL161 

перорально, и либо делали в.о. инъекцию 5×10
8
 PFU VSV∆51 или в.б. инъекции контрольного IgG 

(ВЕ0091) или антиPD-1 (O43). Животных подвергали эвтаназии, когда опухоль давала внутрибрюшин-

ные метастазы или когда опухолевая нагрузка превышала 2000 мм
3
. Объем опухоли рассчитывали с ис-

пользованием (π) (W)
2
(L)/4, где W=ширина опухоли и L=длина опухоли. Группы лечения были назначе-

ны по клетками, и каждая группа имела от 4 до 5 мышей для статистических измерений (среднее значе-

ние, стандартная ошибка, анализ Каплан-Мейер с log-ранк). Рандомизации не было, и ведущий исследо-

ватель не знал как распределены группы. 

Модель множественной миеломы МРС-11 

Модель множественной миеломы и плазмоцитомы у мышей получали путем инъекции 1×10
6
 клеток 

МРС-11, меченных люциферазой МРС, (в.в.)самкам мышей BALB/c в возрасте 4-5 недель. Мышам вво-

дили носитель (30% 0,1 М HCl, 70% 0,1 М NaOAc pH 4,63) или 75 мг кг
-1

 LCL161 перорально и 250 мкг 

контрольных IgG или α-PD-1 антител (в.б.). Биолюминесценцию визуализировали с помощью системы 

рентгеновского излучения Xenogen 2000 IVIS CCD (Caliper Life Sciences) после инъекции 4 мг люцифе-

рина (Gold Biotechnology). Группы лечения были назначены по клетками, и каждая группа имела от 3 до 

4 мышей для статистических измерений (анализ Каплан-Мейер с логарифмическим ранговым критери-

ем). Рандомизации не было, и ведущий исследователь не знал как распределены группы. 

Повторная опухолевая нагрузка 

Наивным самкам C57BL/6 мышей или мышей, ранее излеченных от внутричерепных опухолей СТ-

2А, с помощью комбинированной терапии на основе SMC с иммуностимуляторами (минимум 180 дней 

после имплантации), того же возраста повторно инъецировали клетки СТ-2А в.ч., как описано выше, или 

5×10
5
 клеток, подкожно. Наивным BALB/c или мышам, ранее излеченные от опухоли молочной железы, 

меченной люциферазой ЕМТ6, комбинированной обработкой SMC и VSV∆51 (от 90 до 120 дней после 

имплантации), повторно инъецировали 5×10
5
 немаркированных клеток ЕМТ6 в жировой слой. Животные 

подвергали эвтаназии, как описано выше. Слепой анализ или рандомизация были невозможны. 

Все эксперименты на животных проводились с одобрения the University of Ottawa Animal Care and 

Veterinary Service в соответствии с принятыми принципами, утвержденными the Canadian Council on An-

imal Care. 

Проточная цитометрия 

Для анализа in vitro клетки обрабатывали носителем (0,01% ДМСО) или 5 мкМ LCL161 и 0,01% 

BSA, 1 нг·мл
-1

 TNF-, 250 Ед mL-1 IFN-β или 0,1 MOI VSV∆51 в течение 24 ч. Клетки отделяли от план-

шетов с помощью безферментного буфера для диссоциации (Gibco) и окрашивали Zombie Green и ука-

занными антителами. Для анализа иммунных инфильтратов в опухоли, внутричерепные опухоли СТ-2А 

механически диссоциированы, эритроциты лизировали в буфере для лизиса АСК и окрашивали Zombie 

Green и указанными антителами. В некоторых случаях клетки стимулировали 5 мкг/мл РМА и 500 нг/мл 

ионимицина в присутствии Брефельдина А в течение 5 ч, а внутриклеточные антигены обрабатывали с 

использованием набора BD Cytofix/Cytoperm. Антитела включают Fc блок (101319, 1:500), PD-L1 

(10F.9G2, 1:250), PD-L2 (TY25, 1:100), I-A/I-E (М5/114.15.2, 1:200) и H-2Kd/H-2Dd- (34-1-2S, 1:200), 

CD45 (30-F11, 1:300), CD3 (17А2, 1:500), CD4 (GK1.5, 1:500), CD8 (53-6.7,1:500), PD-1 (29.1A12, 1:200), 

CD25 (PC61, 1:150), Gr1 (RB6-AC5, 1:200), F4/80 (BM8, 1:200), GrzB (GB11, 1:150) и IFN-γ (XMG1.2, 

1:200). Все антитела были от BioLegend, за исключением TNF-α (MP6-XT22, 1:200) и CD11b (M1/70, 

1:100), которые были от BD Biosciences. Клетки анализировали на Cyan ADP 9 (Beckman Coulter) или BD 

Fortessa (BD Biosciences), и данные анализировали с помощью FlowJo (Tree Star). 

Микроскопия 

Обнаружение клеток mKate2-CT-2A проводили в инкубаторе, оснащенном микроскопом Incucyte 

Zoom, оснащенным объективом 10Х. Нумерацию сигналов флуоресценции от Incucyte Zoom осуществ-

ляли с помощью алгоритма подсчета, интегрированного в программное обеспечение IncuCyte Zoom. 
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Мультиплексный ELISA 

Обнаружение белков сыворотки после обработки комбинацией SMC и анти-PD-1 анализировали с 

помощью мультиплексного набора на основе проточной цитометрии (LEGENDplex inflammation panel 

from Biolegend). Иерархический анализ определяли с помощью Morpheus 

(https://software.broadinstitute.org/morpheus). 

ОТ-кПЦР 

Общую РНК экстрагировали из клеток с использованием набора RNeasy mini prep (Qiagen). Двух-

ступенчатый ОТ-кПЦР осуществляли с помощью iScript и SsoAdvanced SYBR Green supermix (BioRad) 

на Mastercycler ер realplex (Eppendorf). кПЦР проводили с использованием праймеров PD-L1 и PD-L2 

(Qiagen) и зеленого реактива SIBR (Bio-Rad). Относительную экспрессию рассчитывали как AACt с ис-

пользованием RPL13A в качестве контроля. 

Библиотечную панель генов цитокинов и хемокинов получали на realtimeprimers.com. Каждую об-

работку проводили n=4, и данные нормировали на восемь различных эталонных генов и сравнивали с 

каждым образцом и образцом IgG. Данные анализировались с помощью иерархического анализа с ис-

пользованием Morpheus. 

ELISpot 

CD8+ Т-клетки получали из спленоцитов самок наивных мышей подходящего возраста или мышей, 

ранее излеченных от внутричерепной опухоли СТ-2А (180 дней после имплантации) или опухолей мо-

лочной железы ЕМТ6 (120 дней после имплантации) с использованием набора для определения магнит-

ного поля CD8 (Stemcell технологии). Клетки CD8+ совместно культивированы со злокачественными 

клетками (1:20 для СТ-2А, LLC и 1:12,5 для клеток ЕМТ6 или 4Т1) и с 10 мкг мл-1 IgG (BE0091) или ан-

ти-PD-1 (J43) в течение 48 ч с использованием наборов ELISpot IFN-γ или Granzyme В (R & D Systems). 

Статистика 

Для всех исследований на животных выживаемость рассчитывали по количеству дней после им-

плантации клеток ММ и наносили на график как кривые Каплана-Мейера. На их основании логарифми-

ческий ранговый критерий использовали для определения значимости. Для анализов жизнеспособности 

in vitro показана ошибка при стандартном отклонении. Последовательные парные множественные срав-

нения были выполнены с использованием метода Холма-Сидака (SigmaPlot). Сравнение нескольких 

групп лечения анализировали с использованием однонаправленного ANOVA с последующим пост-

аналитическим анализом с использованием множественного сравнительного теста Dunnett с корректи-

ровками для множественного сравнения (GraphPad). Оценку вариации анализировали с помощью Graph-

Pad. Сравнение пар лечения анализировали с помощью двухсторонних t-тестов (GraphPad). 

Пример 5. Объединение иммуностимулирующих агентов для лечения глиобластомы. 

Авторы показали, что культивированные клеточные линии первичной глиобластомы погибают под 

действием SMC в сочетании с экзогенным TNF-α, онколитическим вирусом VSV∆51 или с инфекцией 

VSV∆51∆G, который является нереплицирующимся (фиг. 46А и 46В). Авторы подтвердили, что синерге-

тические эффекты SMC, LCL161 и TNF-α являются общим явлением в этом классе лекарственных сред-

ство, поскольку авторы наблюдали смерть клеток глиобластомы под действием комбинации TNF-α с 

различными SMC (фиг. 47). Кроме того, авторы также наблюдали усиление эффективности SMC с онко-

литическими рабдовирусами VSV∆51 или Maraba-MG1 для клеток, инициирующих опухоль человека 

(BTIC) (фиг. 46С). Было обнаружено, что нереплицирующиеся частицы рабдовируса (NRRP), которые 

сохраняют свои инфекционные и иммуностимулирующие свойства, но не способны реплицироваться, 

аналогичным образом взаимодействуют с SMC и индуцируют гибель клеток глиобластомы. Примеча-

тельно, только приблизительно 50% определенных линий злокачественных клеток сенсибилизированы 

на действие комбинации SMC и TNF-α или TNF-родственного апоптоза-индуцирующего лиганда 

(TRAIL) с последующей гибелью; большинство резистентных клеточных линий дополнительно сенсиби-

лизированы на ингибирование ингибитора каспазы-8, cFLIP (клеточный FLICE-подобный ингибирую-

щий белок), с последующей гибелью. В соответствии с предыдущими результатами, две линии глиобла-

стомы, которые не рефрактерны к комбинированной обработке SMC и TNF-α или VSV∆51∆G, были 

уничтожены при проведении сайленсинга cFLIP (фиг. 48А и 48В). Напротив, нормальные диплоидные 

фибробласты человека не были сенсибилизированы на ингибирование cFLIP и комбинированное лечение 

с последующей гибелью. Эти данные свидетельствуют о том, что ответ IFN и/или цитокинов, а не пря-

мой вирус-индуцированный цитолиз, ответственны за SMC-индуцированную гибель клеток глиобласто-

мы. 

Поскольку VSV∆51 является нейротоксичным, и поскольку остаются трудности в отношении мик-

росреды мозга с иммунной защитой и в отношении проникновения лекарств через гематоэнцефаличе-

ский барьер (ВВВ), авторы решили проверить влияние системной доставки и внутричерепного пути вве-

дения иммунотерапевтического агента. После получения внутричерепных опухолей СТ-2А (фиг. 49А и 

49В), авторы проверили, может ли системное введение путем перорального зонда для SMC, LCL161 вы-

звать временную деградацию белков первичных мишеней, cIAP1 и CIAP2, внутри внутричерепных опу-

холей мыши. При этом, авторы не наблюдали ингибирование cIAP в соседних неопухолевых тканях го-
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ловного мозга, а также в коре или мозжечке у мышей без опухолей (фиг. 51). Таким образом, SMC спо-

собны проникать в опухоли мозга с дефектным ВВВ. Системное введение иммуностимулирующих аген-

тов, таких как синтетический агонист TLR3 poly(:C), инъецируемый внутрибрюшинно (в.б.) или онколи-

тический вирус VSV∆51, вводимый внутривенно (в.в.), индуцировали продукцию цитокина TNF-α в сы-

воротке и мозге мышей без опухоли. 

Если мышам с внутричерепной глиобластой СТ-2А однократно вводили SMC (пероральный зонд), 

VSV∆51 (в.в.)m или поли (I:C) (внутричерепной путь, в.ч.), повышение выживаемости у мышей было 

минимальн при этом агрессивной злокачественной опухоли (17% уровень выживаемости) (фиг. 55С). 

Однако комбинация системного SMC и иммуностимулирующего триггера, VSV∆51 или poly(:C), значи-

тельно продлевала выживаемость и приводила к длительному излечению у 71% или 86% мышей, соот-

ветственно. Опухоли (которые не были помечены чужеродным белком, чтобы усиление иммунитета) 

визуализировали на 40 день после имплантации с помощью МРТ, чтобы подтвердить наблюдаемые ре-

зультаты лечения. 

Вирус-индуцированные иммунные эффекты частично опосредуются IFN типа I. Авторы показали, 

что клетки СТ-2А частично чувствительны к комбинированному SMC и рекомбинантному IFN-α in vitro 

(фиг. 50А). Авторы обнаружили, что внутричерепное введение SMC приводило к еще более глубокой 

деградации белков IAP в опухолях головного мозга СТ-2А (фиг. 33). Для исследований in vivo, авторы 

использовали форму рекомбинантного IFN-α, которая состоит из гибрида изоформы IFN-α В и IFN-α D 

человека, который проявляет сильную противовирусную активность в отношении широкого круга видов. 

Однократное совместное введение SMC и IFN-a значительно повышало выживаемость мышей и приво-

дило к 50%-ой длительности лечения. Выжившие не проявляли явных физических или поведенческих 

дефектов для однократного или комбинированного внутричерепного введения SMC, poly(:C) или IFN-α 

(фиг. 54). Кроме того, поскольку авторы наблюдали переходное повышение внутричерепного TNF-α в 

головном мозге при системной инфекции VSV∆51 или при лечении poly(:C), авторы стремились опреде-

лить, будет ли системное введение рекомбинантного IFN-α наряду с обработкой SMC эффективным на 

модели глиобластомы СТ-2А. Аналогично комбинации SMC и VSV∆51, комбинация вводимого в.б. IFN-

α вместе с пероральным зондом SMC приводила к длительному излечению у 55% мышей (фиг. 50В). Эти 

результаты показывают, что наличие переходной воспалительной среды в головном мозге является до-

пустимой и указывает на возможность проведения непрямого и других прямых (внутричерепные) путей 

комбинированной терапии. 

Пример 6. Получение длительного иммунитета к опухоли у излеченных мышей. 

Врожденная иммунная система играет ключевую роль в SMC-опосредованной гибели опухолевых 

клеток. Тем не менее, остаются фундаментальные вопросы относительно роли адаптивной иммунной 

системы в этом подходе комбинированной SMC. Кроме того, потенциальной ловушкой предлагаемого 

использования онколитических вирусов или других иммуностимулирующих агентов в сочетании с обра-

боткой SMC может быть повышение экспрессии ингибиторов лигандов контрольных точек злокачест-

венных клеток, тем самым сводя к нулю опосредованную CTL атаку опухоли. Анализ проточной цито-

метрии показал, что обработка клеток глиомы рекомбинантным IFN типа I или инфицирование VSV∆51, 

а не лечение TNF-α, привело к увеличению поверхностной экспрессии PD-L1 и маркеров главного ком-

плекса гистосовместимости (МНС) I. Кроме того, влияния на экспрессию этих молекул на поверхности 

опухоли при обработке SMC не отмечалось (фиг. 25А и 56). 

Интересно, что мыши, ранее излеченные от ортотопической карциномы молочной железы ЕМТ6 

комбинированной терапией SMC, были полностью устойчивы к приживлению опухоли при повторной 

нагрузке опухолевыми клетками ЕМТ6 (фиг. 52В). Однако другая сингенная клеточная линия 4Т1, кото-

рая также использует белки главного комплекса гистосовместимости, не отторгалась у этих излеченных 

мышей. Мы обнаружили, что мыши, излеченные от внутричерепных опухолей СТ-2А, также устойчивы 

к приживлению опухолевых клеток СТ-2А, инъецированных либо подкожно, либо внутричерепным вве-

дением (фиг. 52С). Затем авторы оценили цитотоксический потенциал CD8 Т-клеток излеченных мышей 

с помощью анализа ELISpot. Стимуляция CD8+ Т-клеток излеченных мышей, но не клеток, выделенных 

у наивных мышей, клетками СТ-2А показала наличие специфических реакционноспособных Т-клеток, 

как показано по усилению продукции IFN-γ и Гранзима В (GrzB) (фиг. 54А). Участие анти-PD-1 блоки-

рующих антител дополнительно увеличивало экспрессию IFN-γ и GrzB. Аналогичные результаты на-

блюдались у мышей, излеченных от опухолей ЕМТ6 (фиг. 44D). В совокупности эти результаты предпо-

лагают создание надежного и специфического долгосрочного иммунитета опухолей с использованием 

комбинированной терапии SMC. 

Пример 7. Ингибиторы контрольных точек иммунного ответа обладают синергитической активно-

стью с антагонистами IAP. 

Затем авторы исследовали, может ли существующий класс иммунотерапевтических средство про-

тив злокачественных новообразований, известный как ингибиторы контрольных точек иммунного отве-

та, или ICI, повышать эффективность SMC. Недавно было сделано сообщение о том, что лечение ICI 

глиобластомы у мышей приводит, по крайней мере, к частичному выживанию. Сначала авторы попыта-
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лись определить, влияет ли лечение SMC на экспрессию PD-1 в подмножестве инфильтрирующих им-

мунных клеток в опухолях головного мозга СТ-2А. Хотя не было статистической разницы между уров-

нями инфильтрирующих CD3+ или CD3+ CD8+ клеток внутри внутричерепных опухолей СТ-2А, авторы 

наблюдали активное увеличение CD3+ и CD3+ CD8+ клеток, экспрессирующих контрольную точку им-

мунного ответа, PD-1 (фиг. 54В и 55). Несмотря на общее увеличение экспрессии PD-L1 в CD25- клет-

ках, которые являются преимущественно клетками СТ-2А, эта тенденция не достигала статистической 

значимости (фиг. 55С). 

Чтобы определить, могут ли повышенные уровни PD-1+ CD8 Т-клеток быть отрицательным моду-

лятором для эффективности SMC, авторы оценили блокировку мишеневой контрольной точки PD-1, a 

также CTLA-4 в комбинации с SMC, используя две модели глиобластомы у мышей. Системное введение 

антител против PD-1 или антител против CTLA4 не показало их самостоятельной активности (фиг. 54D и 

54Е). Напротив, комбинация анти-PD-1 и SMC значительно продлевала выживаемость и, соответственно, 

обеспечивала 71 и 33% уровни длительного излечения на моделях СТ-2А и GL261. Кроме того, в сочета-

нии с SMC биологическая активность анти-PD-1 превосходила биологическую устойчивость против 

CTLA-4 на модели СТ-2А (71% против 43%, фиг. 54D). 

Существует два структурных класса SMC: мономеры и димеры. Мономерные SMC состоят из един-

ственной химической молекулы, которая связывается с доменами BIR IAP, тогда как димерные SMC со-

стоят из двух молекул SMC, соединенных линкером, что обеспечивает совместное связывание и/или 

прикрепление к IAP. SMC, находящиеся на заключительных стадиях исследования, LCL161, находится в 

центре внимания большинства исследований авторов и является мощным мономером. Авторы затем по-

пытались оценить, аналогичным ли образом другой димерный SMC, находящийся на заключительных 

стадиях исследования, взаимодействует с ICI для лечения глиобластомы. Авторы отметили значительное 

повышение выживаемости мышей с внутричерепными опухолями СТ-2А при лечении с помощью анти-

PD-1 и димера SMC, биринапант (фиг. 54F). Поскольку комбинированная блокада PD-1 или CTLA-4 эф-

фективна для пациентов с меланомой, авторы попытались определить, будет ли комбинация PD-1 и 

CTLA-4 также значимо улучшать терапию SMC. Комбинация антител, нацеленных на PD-1 и CTLA-4, 

была эффективной при индукции длительного терапевтического эффекта на моделях злокачественного 

новообразования у мыши, авторы наблюдали общую выживаемость, равную 67% (фиг. 54G). Порази-

тельно, что введение терапии SMC вместе анти-PD-1 и анти-CTLA-4 вместе приводило к устойчивой 

частоте выздоровления, равной 100%. 

Синергетический эффект SMC и ICI не ограничивается опухолями головного мозга. Авторы также 

наблюдали значительное увеличение выживаемости на модели высокоагрессивной и рефрактерной мно-

жественной миеломой у мышей, используя клетки МРС-11 (фиг. 56А и 56В). Устойчивая скорость изле-

чения, равная 75%, была также получена у мышей с опухолью молочной железы ЕМТ6, которая допол-

нительно повышалась до 100% при введении стимулятора иммунного ответа (фиг. 57А-57С). 

Пример 8. CD8+ Т-клетки необходимы для эффективности SMC и ICI. 

Для того, чтобы понять первоначальные принципы клеточного механизма действия, авторы смоду-

лировали продукцию иммунных факторов из клеток СТ-2А, которые совместно культивировали вместо 

со спленоцитами, полученными у мышей, излеченных от внутричерепных опухолей СТ-2А, с помощью 

комбинированных SMC и анти-PD-1 терапии. Авторы наблюдали значительное повышение продукции 

IFN-γ и GrzB из клеток СТ-2А, инкубированных вместе со спленоцитами, полученными от выживших 

мышей (фиг. 58А и 59А). Примечательно, что отмечалось увеличение продукции интерлейкина 17 (IL-

17). Авторы также наблюдали снижение экспрессии провоспалительных цитокинов IL-6 и TNF-α, что 

было неожиданным, учитывая, что ранее было обнаружено, что IL-17 стимулирует сигнальный путь NF-

κВ. 

Однако экспрессия IFN-γ и IL-17 из спленоцитов, выделенных из излеченных мышей, значительно 

увеличивалась при лечении анти-PD-1 или PD-L1, что указывает на то, что иммунный ответ на основе Т-

клеток может быть усилен при ингибировании контрольных точек сигнальной оси PD-1. Затем авторы 

попытались определить, влияет ли на этот генный ответ обработка SMC. Среди ранее проанализирован-

ных цитокинов включение SMC в эти сокультуры наряду с блокадой анти-PD-1 повышало секрецию 

IFN-γ, GrzB, IL-17 и TNF-α (фиг. 59В и 59В). Примечательно, что уровень IL-6 в супернатанте не влиял 

на обработку SMC. Кроме того, иммуносупрессивный цитокин IL-10 имел общую тенденцию к сниже-

нию секреции с комбинированным лечением SMC и анти-PD-l. 

В связи с повышением уровня GrzB, цитотоксического фактора, который частично блокируется 

XIAP31-33 и TNF-α, авторы затем оценивали приводит ли одновременное культивирование клеток гли-

областомы и спленоцитов у наивных мышей или мышей, ранее излеченных от внутричерепных опухолей 

СТ-2А, к гибели клеток СТ-2А. Используя различные структурированные SMC, авторы наблюдали ста-

тистически значимое увеличение гибели клеток СТ-2А в присутствии SMC, и этот ответ повышался при 

включении анти-PD-1 антител (фиг. 59С). 

В совокупности эти результаты показывают, что надежный ответ эффекторных Т-клеток вызван 

комбинированной обработкой ICI и SMC. Для дальнейшего выяснения клеточного механизма авторы 
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уменьшили количество иммунных клеток с помощью специфических CD4 или CD8-нацеливающих анти-

тел. Было обнаружено, что 71% степень излечения под действием комбинированной терапии полностью 

исчезает при уменьшении количества CD8+ Т-клеток (фиг. 59D). Интересно, что уменьшение количества 

CD4+ Т-клеток приводило к 100% частоте выздоровления в случае комбинации SMC и анти-PD-1 и 17% 

частоте выздоровления в контрольной группе. Эти результаты показывают, что удаление CD4+ иммуно-

супрессивных клеток (таких как регуляторные Т-клетки) способствует индукции опухолевой регрессии и 

что CD4+ клетки не требуются для эффективности комбинированного подхода к лечению. При втором 

подходе у "голых" мышей CD1, у которых отсутствовали функциональные Т-клетки, формировали внут-

ричерепные опухоли СТ-2А, а затем им вводили комбинацию анти-PD-1 антитела с носителем или SMC. 

Преимущественное выживанием, обеспечиваемое благодаря комбинации SMC и анти-PD-1, пропадало у 

таких мышей с дефицитом Т-клеток (фиг. 59Е). В целом, синергетический эффект SMC и анти-PD-1 за-

висит от функционального адаптивного иммунного ответа и, таким образом, подразумевает CD8+ Т-

клетки в качестве первичных медиаторов иммунных клеток для эффективности in vivo. 

Пример 9. Обработка SMC влияет на внутриопухолевую инфилвтацию иммунными клетками. 

Для понимания аспекта иммунного клеточного ответа при синергетизме SMC и ICI, авторы оцени-

вали профили инфильтрирующих CD45+ иммунных клеток мышей с глиобластомой. В этих исследова-

ниях авторы оценивали инфильтрирующие иммунные клетки на поздних стадиях глиобластомы после 

комбинированной терапии PD-1 и SMC (фиг. 61А). Анализ проточной цитометрией инфильтрирующих 

опухолей Т-клеток показал статистически незначительную тенденцию в отношении доли CD4+ и CD8+ 

Т-клеток между группой, получавшей носитель и IgG-контрольной группой, и всеми однократно и дву-

кратно обработанными мышами (фиг. 66В). Однако анализ CD4+ и CD25+ Т-клеток, свидетельствующий 

о популяции регуляторных Т-клеток (Treg), выявил значительное снижение этой клеточной популяции 

при терапии только SMC или комбинации SMC и ICI (фиг. 61С). 

Затем авторы охарактеризовали поверхностную презентацию PD-1 в Т-клетках после обработки 

только SMC или комбинацией. Авторы отметили значительное повышение CD8+ Т-клеток, экспресси-

рующих PD-1 у мышей, обработанных только SMC, и обработка анти-PD-1 или комбинированная обра-

ботка SMC и анти-PD-1 в меньшей степени проводила к обнаруживаемой клеточной презентации PD-1 

(фиг. 61D). Кроме того, авторы наблюдали тенденцию к уменьшению презентации PD-1 в CD4+ Т-

клетках в группах, обработанных SMC или анти-PD-l. Однако обнаруживаемый уровень поверхностного 

PD-1 исчезал при комбинаторной обработке SMC и анти-PD-1 (фиг. 61Е). 

В дополнение к наблюдаемой Т-клеточной инфильтрации внутричерепных опухолей глиобластомы, 

авторы также охарактеризовали наличие супрессорных клеток, полученных из миелоидов (MDSC) и аст-

роцитов/микроглии. В отличие от предыдущего отчета, авторы не обнаружили различий в популяции 

MDSC (CD11b+ Gr1+) в любых когортах лечения (фиг. 61F). Однако авторы обнаружили, что популяция 

астроцитов/микроглии была значительно уменьшена в когортах лечения, которые включали анти-PD-1 

(фит. 61G). В целом, эти результаты показывают, что результатом комбинированного лечения является 

уменьшение популяции иммуносупрессивных CD4- Т-клеток с одновременным уменьшением презента-

ции PD-1 в Т-клетках и уменьшением количества астроцитов и/или микроглии. 

Пример 10. Синергетическая активность SMC и ICI зависит от TNF-α. 

Затем авторы охарактеризовали профили опухолевых клеточных цитокинов и хемокинов у мышей с 

внутричерепными глиобластомами, обработанными комбинациями SMC и анти-PD-l. Анализ проточной 

цитометрией показал на увеличение CD8+ клеток, экспрессирующих GrzB, при введении анти-PD-l анти-

тел. Соотношение цитотоксических CD8+ (фиг. 62А) и CD4+ Treg также было повышено в когортах ле-

чения анти-PD-1 и SMC и анти-PD-1 (фиг. 62В). Кроме оценки экспрессии GrzB, авторы проанализиро-

вали уровни IFN-γ и TNF-α в Т-клетках. Неожиданно авторы обнаружили уменьшение пропорции CD4+ 

клеток, экспрессирующих IFN-γ, при обработке SMC (даже при добавлении антител, нацеленных на PD-

1), но не обнаружили изменения уровня экспрессии IFN-γ в любой когорте лечения CD8+ клетками (фиг. 

62С). Затем авторы проанализировали уровень экспрессии TNF-α в Т-клетках. В этом контексте авторы 

отметили значительное повышение CD4+ и CD8+ Т-клеток, экспрессирующих TNF-α (фиг. 69D), что 

указывает на то, что эти Т-клетки могут непосредственно индуцировать опосредованную SMC гибель 

опухолевых клеток. 

Авторы также оценили влияние комбинированной терапии SMC и анти-PD-1 блокады на концен-

трацию сыворотки и уровни экспрессии генов цитокинов и хемокинов на модели с внутричерепной гли-

областомой СТ-2А. Авторы обнаружили статистически значимое повышение провоспалительных цито-

кинов IFN-, IL-1-α, IL-1β и IL-17 и многофакторых цитокинов IFN-γ, IL-27 и GM-CSF (фиг. 60 и 62Е). 

Примечательно, что не было отличий в присутствии противовоспалительных цитокинов, таких как IL-10. 

Аналогично, анализ профилей экспрессии цитокинов и хемокинов внутри внутричерепных опухолей СТ-

2А после комбинированной обработки SMC и ICI показал кластеризацию провоспалительных цитокинов 

и хемокинов (фиг. 62F и 63). Кроме кандидатов SMC или комбинированного лечения SMC и ICI также 

были указаны провоспалительные цитокины IFN-β, IL-1β, IL-17, Osm и TNF-α, хемокины Ccl2 (также 

известные как МСР-1), Ccl5, Ccl7, Ccl22, Cxcl9, Cscl10 и Cxcl11 и многофакторные факторы, такие как 
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FasL, IL-2, IL-12 и IFN-γ. 

Поскольку авторы наблюдали последовательное увеличение уровней IFN-β и IFN-γ, была сделана 

попытка охарактеризовать функциональную роль этих сигнальных молекул с использованием блоки-

рующих/нейтрализующих антител у мышей с внутричерепными опухолями СТ-2А, обработанных SMC и 

анти-PD-1. Блокада сигнального пути IFN типа I с использованием антитела, которое блокирует рецептор 

IFNAR1, прекращает синергические эффекты, увеличивающие выживаемость мышей с внутричерепны-

ми опухолями СТ-2А после комбинированной обработки SMC и анти-PD1 (фиг. 62G). 

Напротив, антагонизм функции IFN-γ с использованием анти-IFN-γ антитела частично ингибировал 

синергический эффект комбинированной терапии SMC и ICI. В целом, эти результаты показывают, что 

каждый лечебный агент, в том числе в сочетании, приводит к продукции различных набор генов и бел-

ков, но в целом зависит от интактного сигнального пути IFN I типа. 

В целом, результаты показали, что синергические эффекты SMC и ICI могут быть в основном свя-

заны с усилением CTL-опосредованной атаки на клетки глиобластомы, и это связано с провоспалитель-

ным ответом, который включает IFN типа I. Сокультивирование клеток СТ-2А и CD8+ Т клеток, выде-

ленных из мышей, ранее вылеченных от внутричерепных опухолей, приводило к увеличению GrzB-

позитивных CD8+ Т-клеток, которые не были увеличены только обработкой SMC (фиг. 65А). Однако 

было небольшое снижение числа жизнеспособных клеток СТ-2А при совместной инкубации с теми же 

CTL, даже когда ось PD-1/PD-L1 была нейтрализована (фиг. 65В). 

Как ранее было отмечено, что ответ IFN типа I также приводит к продукции TNF-α, авторы иссле-

довали способность Т-клеток продуцировать TNF-α после лечения SMC в присутствии клеток глиобла-

стомы. Соответственно, после этого была оценена продукция TNF-α. 

Включение SMC значительно повышало долю CD8+ Т-клеток, экспрессирующих TNF-α, независи-

мо от введения антител, нацеленных на PD-1 (фиг. 65А). В соответствии с повышенным уровнем экс-

прессии TNF-α из CD8 Т-клеток авторы наблюдали значительное снижение клеток СТ-2А в сокульту-

ральной системе, используя клетки СТ-2А и CD8 Т-клетки вылеченных мышей (фиг. 65В). Примечатель-

но, что SMC-опосредованные эффекты в отношении индукции гибели клеток СТ-2А в основном зависе-

ли от TNF-α (основного медиатора SMC-индуцированного уничтожения клеток). После этого, были оце-

нено улучшает ли терапия SMC пролиферацию Т-клеток. Действительно, авторы наблюдали значитель-

ное снижение CFSE-загруженных CD8+ Т-клеток наряду с появлением новой популяции слабо меченных 

CFSE-клеток после совместной инкубации клеток СТ-2А, и этот эффект был выражен при введении SMC 

и анти-PD-1 (фиг. 64). 

Эти результаты показывают, что цитотоксические Т-клетки в ответ на лечение SMC и анти-PD-1 

могут приводить к усилению гибели опухолевых клеток из-за увеличения продукции GrzB и TNF-α, 

профакторов смерти, которые индуцируют гибель опухолевых клеток из-за антагонизма к IAP. Авторы 

функционально охарактеризовали роль TNF-α, используя блокирующие антитела, нацеленные на TNF-α. 

При применении системной блокады TNF-α наблюдалось почти полное изменение эффективности ком-

бинированной обработки SMC и ICI (фиг. 65С), подчеркивая важность TNF-α для синергетического эф-

фекта этих разрозненных агентов. 

Иммуномодулирующие противораковые эффекты SMC являются мультимодальными фиг. 66 и 67). 

SMC могут поляризовать макрофаги от иммуносупрессивного типа М2 в отношении воспалительного 

TNF-α-продуцирующего фенотипа M1. Более того, противоопухолевые эффекты SMC сильно усилива-

ются под действием провоспалительных цитокинов, а присутствие этих цитокинов, например, TNF-α или 

TRAIL, в опухолевом микроокружении приводит к гибели опухолевых клеток. В частности, SMC-

опосредованное истощение cIAP превращает TNF-a-опосредованный ответ выживания в путь гибели в 

раковых клетках. 

Проведенные на настоящий момент авторами исследования показывают, что SMC могут сотрудни-

чать и драматически активизировать действие ICI, в том числе антител против PD-1 или анти-CTLA4, 

что позволяет осуществлять стойкое излечение мышей с агрессивными внутричерепными опухолями. 

Множественность и сложность механизмов, связанных с терапией SMC, затрудняют выделение отдель-

ных ролей для различных иммуномодулирующих действий в комбинаторную синергию. Однако ясно, 

что в нее вовлечена цитотоксичность TNF-α. Более того, настоящее исследование дополнительно демон-

стрирует, что CD8+ Т-клетки также необходимы для противораковой активности, если ICI находится в 

комбинации с SMC. 

Таким образом, авторы впервые показали, что SMC могут усиливать активность ICI на моделях 

опухолей у мышей. 

Кроме того, этот комбинаторный эффект зависит от наличия CD8+ Т-клеток с сопутствующим 

снижением иммуносупрессивных CD4+ Т-клеток и сигнальных путей IFN типа I и II и TNF-α, что явно 

подразумевает роль адаптивного иммунитета для SMC-опосредованной терапии у мышей. Таким обра-

зом, SMC-опосредованные ко-стимулирующие сигналы Т-клеток обеспечивают стимул для адаптивных 

иммунных реакций, которые развиваются против опухоли, и это полностью реализуется, если с ICI сни-

маются тормоза, наложенные коингибирующими сигналами, такими как PD-1 или PD-L1. 
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Другие варианты осуществления изобретения 

Все публикации, патентные заявки и патенты, указанные в настоящем описании, включены в на-

стоящее изобретения в качестве ссылки. 

Хотя изобретение было описано на примерах с конкретными вариантами осуществления, следует 

понимать, что оно может быть дополнительно модифицировано. Следовательно, настоящая заявка охва-

тывает любые варианты, применения или модификации изобретения, которые в целом следуют из прин-

ципов изобретения, включая отступления от настоящего раскрытия, которые очевидны в известной или 

общепринятой практике в рамках уровня техники. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Противоопухолевая комбинация, содержащая одновалентное соединение-миметик Smac (SMC) и 

Атезолизумаб. 

2. Комбинация по п.1, в которой указанный одновалентный SMC представляет собой AT-

406/SM406/Debio1143/D1143. 

3. Применение комбинации по любому из пп.1-2 для лечения пациента со злокачественным новооб-

разованием. 

4. Применение по п.3, где злокачественное новообразование устойчиво к лечению только мимети-

ком Smac. 

5. Применение по любому из пп.3 или 4, где указанное злокачественное новообразование выбрано 

из рака надпочечников, базальноклеточной карциномы, рака желчных путей, рака мочевого пузыря, рака 

кости, рака головного мозга, рака молочной железы, рака шейки матки, хориокарциномы, рака толстой 

кишки, колоректального рака, рака соединительной ткани, рака пищеварительной системы, рака эндо-

метрия, эпифарингиальной карциномы, рака пищевода, рака глаз, рака желчного пузыря, рака желудоч-

но-кишечного тракта, рака головы и шеи, гепатоцеллюлярной карциномы, интраэпителиального новооб-

разования, рака почек, рака гортани, лейкоза, рака печени, метастазов в печени, рака легких, лимфомы, 

меланомы, миеломы, множественной миеломы, нейробластомы, мезотелиомы, нейроглиомы, миелодис-

пластического синдрома, множественной миеломы, рака полости рта, рака яичников, рака у детей, рака 

поджелудочной железы, эндокринных опухолей поджелудочной железы, рака полового члена, плазмок-

леточных опухолей, аденомы гипофиза, тимомы, рака предстательной железы, карциномы почек, рака 

дыхательной системы, рабдомиосаркомы, рака слюнных желез, саркомы, рака кожи, рака тонкой кишки, 

рака желудка, рака яичек, рака щитовидной железы, рака мочеточника, и рака мочевой системы. 

6. Способ лечения злокачественного новообразования, где указанный способ включает введение 

пациенту эффективного количества комбинации по любому из пп.1-2, где SMC и Атезолизумаб вводят 

одновременно или с интервалом 28 дней друг от друга в количествах, которые вместе эффективны для 

лечения указанного злокачественного новообразования. 

7. Способ по п.6, где SMC и Атезолизумаб вводят в диапазоне 14 дней друг от друга или в диапазо-

не 10 дней друг от друга, или в диапазоне 5 дней друг от друга, или в диапазоне 24 ч друг от друга, или в 

диапазоне 6 ч друг от друга или, по существу, одновременно. 

8. Способ по п.6 или 7, где злокачественное новообразование устойчиво к лечению только мимети-

ком Smac. 

9. Способ по любому из пп.6-8, где указанный способ также включает введение терапевтического 

агента, содержащего интерферон, где указанный интерферон предпочтительно является интерфероном 1-

го типа. 

10. Способ по любому из пп.6-9, где указанное злокачественное новообразование выбрано из рака 

надпочечников, базальноклеточной карциномы, рака желчных путей, рака мочевого пузыря, рака кости, 

рака головного мозга, рака молочной железы, рака шейки матки, хориокарциномы, рака толстой кишки, 

колоректального рака, рака соединительной ткани, рака пищеварительной системы, рака эндометрия, 

эпифарингиальной карциномы, рака пищевода, рака глаз, рака желчного пузыря, рака желудочно-

кишечного тракта, рака головы и шеи, гепатоцеллюлярной карциномы, интраэпителиального новообра-

зования, рака почек, рака гортани, лейкоза, рака печени, метастазов в печени, рака легких, лимфомы, 

меланомы, миеломы, множественной миеломы, нейробластомы, мезотелиомы, нейроглиомы, миелодис-

пластического синдрома, множественной миеломы, рака полости рта, рака яичников, рака у детей, рака 

поджелудочной железы, эндокринных опухолей поджелудочной железы, рака полового члена, плазмок-

леточных опухолей, аденомы гипофиза, тимомы, рака предстательной железы, карциномы почек, рака 

дыхательной системы, рабдомиосаркомы, рака слюнных желез, саркомы, рака кожи, рака тонкой кишки, 

рака желудка, рака яичек, рака щитовидной железы, рака мочеточника, и рака мочевой системы. 
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