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(57) В настоящем изобретении предложены наборы зондов и праймеров и соответствующие способы и
наборы для получения T-клеток с химерным антигенным рецептором (CAR) антигена созревания
B-клеток. В изобретении также предложены наборы зондов и праймеров и соответствующие
способы и наборы для выполнения количественных полимеразных цепных реакций для
количественного определения интеграции трансгена антигена созревания B-клеток CAR в
лекарственный препарат CAR T.
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Перекрестная ссылка на смежные заявки 

Настоящая заявка испрашивает преимущество по предварительной заявке на патент США с серий-
ным номером 62/894,663; поданной 30 августа 2019 г. Полное содержание вышеупомянутой заявки 
включено в настоящий документ путем ссылки. 

Включение материала путем ссылки в текстовый файл в формате ascii 

Рассматриваемая заявка содержит перечень последовательностей, представленный в электронном 
виде в формате ASCII и полностью включенный в настоящий документ путем ссылки. Копия указанного 
перечня в формате ASCII, созданная 28 августа 2020 г., называется JBI6148WOPCT1_SL.txt и имеет раз-
мер 8175 байт. 

Предпосылки создания изобретения 

В терапии T-клетками используют выделенные T-клетки, которые были генетически модифициро-
ваны для усиления их специфичности к специфическому опухолеассоциированному антигену. Генетиче-
ская модификация может включать экспрессию химерного антигенного рецептора (CAR) или экзогенно-
го T-клеточного рецептора для обеспечения новой антигенной специфичности T-клетки. T-клетки, экс-
прессирующие химерные антигенные рецепторы (CAR T-клетки), могут индуцировать иммунореактив-
ность опухоли. Антиген созревания B-клеток (BCMA) представляет собой молекулу, экспрессируемую 
на поверхности зрелых B-клеток и злокачественных плазмоцитов, и является молекулой-мишенью при 
лечении рака, например множественной миеломы. Существует потребность в более эффективных фор-
мах терапии рака с использованием CAR T-клеток, в частности CAR T-клеток, специфичных к опухоле-
ассоциированному антигену BCMA. 

Изложение сущности изобретения 

Настоящее изобретение относится к зондам и праймерам для полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
например количественной ПЦР. Настоящее изобретение также относится к наборам и способам приме-
нения зондов и праймеров, описанных в настоящем документе, для количественного определения инте-
грации трансгена в T-клетки с химерным антигенным рецептором (CAR). 

В первом аспекте в изобретении предложены наборы зондов и праймеров, содержащие зонд, со-
держащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, и по меньшей мере одну метку, связанную 
с зондом; первый праймер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11; и второй 
праймер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12 (см. пример 1, табл. 1). 

В другом аспекте в изобретении предложены наборы зондов и праймеров, содержащие зонд, со-
держащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 1, и по меньшей мере одну метку, связанную с 
зондом; первый праймер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 2; и второй прай-
мер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 3 (см. пример 1, табл. 1). 

В другом аспекте в изобретении предложены наборы зондов и праймеров, содержащие зонд, со-
держащий нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ 
ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19 и их комбина-
ций, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый праймер, содержащий нуклеотидную 
последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, 
SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 20 и их комбинаций; и второй праймер, со-
держащий нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ 
ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 21 и их комбина-
ций (см. табл. 1). 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна метка содержит радиоактивный изо-
топ, субстрат фермента, хемилюминесцентный агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, фермент, 
химическое соединение или их комбинацию. 

В другом аспекте в изобретении предложены наборы для количественного определения интеграции 
трансгена в CAR T-клетку, содержащие зонд, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO: 10, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый праймер, содержащий нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 11; и второй праймер, содержащий нуклеотидную последователь-
ность SEQ ID NO: 12. 

В другом аспекте в изобретении предложены наборы для количественного определения интеграции 
трансгена в CAR T-клетку, содержащие зонд, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO: 1, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый праймер, содержащий нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 2; и второй праймер, содержащий нуклеотидную последовательность 
SEQ ID NO: 3. 

В дополнительном аспекте в изобретении предложены наборы для количественного определения 
интеграции трансгена в CAR T-клетку, содержащие зонд, содержащий нуклеотидную последователь-
ность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, 
SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19 и их комбинаций, и по меньшей мере одну метку, связан-
ную с зондом; первый праймер, содержащий нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, 
состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 
17, SEQ ID NO: 20 и их комбинаций; и второй праймер, содержащий нуклеотидную последовательность, 
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выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID 
NO: 15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 21 и их комбинаций. 

В некоторых вариантах осуществления наборов изобретения по меньшей мере одна метка, связан-
ная с зондом, содержит радиоактивный изотоп, субстрат фермента, хемилюминесцентный агент, флуо-
рофор, тушитель флуоресценции, фермент, химическое соединение или их комбинацию. 

В одном варианте осуществления наборы изобретения содержат матрицу, которая содержит зонд. В 
некоторых вариантах осуществления изобретения матрица представляет собой многолуночный планшет. 

В одном варианте осуществления наборы дополнительно содержат зонд человеческого альбумина 
(hALB), содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22 (см. пример 2, табл. 2, зонд из 
hALB набор 1), и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом hALB, первый праймер hALB, со-
держащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23 (табл. 2, прямой праймер из hALB набор 
1), а также второй праймер hALB, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 24 (табл. 
2, обратный праймер из hALB набор 1). В определенных вариантах осуществления по меньшей мере од-
на метка, связанная с зондом hALB, содержит радиоактивный изотоп, субстрат фермента, хемилюминес-
центный агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, фермент, химическое соединение или их комби-
нацию. 

В другом варианте осуществления наборы дополнительно содержат зонд человеческого альбумина 
(hALB), содержащий нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID 
NO: 22, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 28 и их комбинаций, и по меньшей мере одну метку, связанную с 
зондом hALB, первый праймер hALB, содержащий нуклеотидную последовательность, выбранную из 
группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 29 и их комбинаций, и второй прай-
мер, содержащий нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 
24, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 30 и их комбинаций (табл. 2). В определенных вариантах осуществления 
по меньшей мере одна метка, связанная с зондом hALB, содержит радиоактивный изотоп, субстрат фер-
мента, хемилюминесцентный агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, фермент, химическое соеди-
нение или их комбинацию. 

В другом аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного определения ин-
теграции трансгена в CAR T-клетку, включающие: 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером CAR, содержащим нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты 
CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером hALB, содержащим 
нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23, и вторым праймером hALB, содержащим нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 24, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые ки-
слоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22, посредством референсного 
сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

В другом аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного определения ин-
теграции трансгена в CAR T-клетку, включающие: 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером CAR, содержащим нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO: 2, и вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 3, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты 
CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером hALB, содержащим 
нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23, и вторым праймером hALB, содержащим нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 24, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые ки-
слоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 1, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22, посредством референсного 
сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 
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В другом аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного определения ин-
теграции трансгена в T-клетку с химерным антигенным рецептором (CAR), включающие: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, вторым 
праймером CAR, первым праймером hALB и вторым праймером hALB, причем первый праймер CAR 
содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, второй праймер CAR содержит нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 12, первый праймер hALB содержит нуклеотидную последователь-
ность SEQ ID NO: 23, второй праймер hALB содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 
24; 

амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, 
таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

В другом аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного определения ин-
теграции трансгена в T-клетку с химерным антигенным рецептором (CAR), включающие: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, вторым 
праймером CAR, первым праймером hALB и вторым праймером hALB, причем первый праймер CAR 
содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 2, второй праймер CAR содержит нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 3, первый праймер hALB содержит нуклеотидную последователь-
ность SEQ ID NO: 23, второй праймер hALB содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 
24; 

амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, 
таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 1, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

В дополнительном аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного опре-
деления интеграции трансгена в CAR T-клетку, включающие: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, содержа-
щим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 
5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 20 и их комбинаций, и 
приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт со вторым праймером CAR, содержащим 
нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 21 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером hALB, содержа-
щим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, SEQ ID 
NO: 26, SEQ ID NO: 29 и их комбинаций, и приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт 
со вторым праймером hALB, содержащим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, 
состоящей из SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 30 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с зондом CAR, причем зонд CAR со-
держит нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID 
NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с зондом hALB, при этом зонд hALB 
содержит нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 22, SEQ 
ID NO: 25, SEQ ID NO: 28 и их комбинаций; амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым прайме-
ром CAR и вторым праймером CAR, таким образом получая молекулы амплифицированных нуклеино-
вых кислот CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, 
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таким образом получая молекулы амплифицированных нуклеиновых кислот hALB; 
обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот CAR и 

зондом CAR посредством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 
обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот hALB и 

зондом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

В дополнительном аспекте в настоящем изобретении предложены способы получения CAR T-
клетки, включающие интродукцию трансгена CAR в T-клетку для получения T-клетки с интегрирован-
ным трансгеном; определение интеграции трансгена CAR, включающее: 

амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки в контакт с интегрированным трансгеном с пер-
вым праймером CAR, содержащим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей 
из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID 
NO: 20 и их комбинаций, и вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную последовательность, 
выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID 
NO: 15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 21 и их комбинаций, таким образом получая амплифицированные 
нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки с интегрированным трансгеном с первым прайме-
ром референсного гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифициро-
ванные нуклеиновые кислоты референсного гена; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 
1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19 и их 
комбинаций, посредством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом; и 

получение CAR T-клетки, содержащей по меньшей мере одну копию интегрированного трансгена 
CAR. 

В еще одном дополнительном аспекте в настоящем изобретении предложены способы получения 
CAR T-клетки, включающие интродукцию трансгена CAR в T-клетку для получения T-клетки с интегри-
рованным трансгеном; определение интеграции трансгена CAR, включающее: 

приведение нуклеиновых кислот из T-клетки в контакт с интегрированным трансгеном с первым 
праймером CAR, содержащим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из 
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 
20 и их комбинаций, и приведение нуклеиновых кислот из T-клетки в контакт с интегрированным транс-
геном со вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную последовательность, выбранную из груп-
пы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID 
NO: 18, SEQ ID NO: 21 и их комбинаций; приведение нуклеиновых кислот из клетки в контакт с интег-
рированным трансгеном с первым праймером hALB, содержащим нуклеотидную последовательность, 
выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 29 и их комбинаций, и 
приведение нуклеиновых кислот из T-клетки в контакт с интегрированным трансгеном со вторым прай-
мером hALB, содержащим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ 
ID NO: 24, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 30 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из T-клетки в контакт с интегрированным трансгеном с зондом 
CAR, причем зонд CAR содержит нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей 
из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16, SEQ ID 
NO: 19 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из T-клетки в контакт с интегрированным трансгеном с зондом 
hALB, при этом зонд hALB содержит нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, со-
стоящей из SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 28 и их комбинаций; 

амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая молекулы амплифицированных нуклеиновых кислот CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, 
таким образом получая молекулы амплифицированных нуклеиновых кислот hALB; 

обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот CAR и 
зондом CAR посредством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот hALB и 
зондом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
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hALB; 
количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-

ным сигналом; и 
получение CAR T-клетки, содержащей по меньшей мере одну копию интегрированного трансгена 

CAR. 
В аспектах настоящего изобретения также предложены CAR T-клетки, полученные с использовани-

ем способов, описанных в настоящем документе. 
В некоторых вариантах осуществления стадия обнаружения гибридизации между молекулами ам-

плифицированных нуклеиновых кислот CAR и зондом CAR включает обнаружение изменения целевого 
сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во время или после гибридизации 
относительно целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, до гибриди-
зации. 

В некоторых вариантах осуществления стадия обнаружения гибридизации между молекулами ам-
плифицированных нуклеиновых кислот hALB и зондом hALB включает обнаружение изменения целево-
го сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB, во время или после гибридиза-
ции относительно целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB, до гиб-
ридизации. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна из стадий амплификации включает 
полимеразную цепную реакцию (ПЦР), например ПЦР в реальном времени, полимеразную цепную реак-
цию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой в 
реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном времени), лигазную цепную реакцию или транскрипционно опо-
средованную амплификацию (TMA). 

В некоторых вариантах осуществления амплифицируемые нуклеиновые кислоты представляют со-
бой ампликоны. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна метка, связанная с зондом CAR, со-
держит флуорофор. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна метка, связанная с 
зондом hALB, содержит флуорофор. 

Краткое описание графических материалов 

Патент или файл заявки содержит по меньшей мере один цветной графический материал. Копии 
данного патента или публикации заявки на патент с цветными графическими материалами можно полу-
чить после подачи соответствующей заявки и внесения оплаты. 

На фиг. 1 представлено гель-электрофоретическое изображение по результатам одноплексных 
скрининговых анализов праймеров/зонда. 

На фиг. 2 представлено гель-электрофоретическое изображение по результатам мультиплексных 
скрининговых анализов праймеров/зонда. 

На фиг. 3 представлено гель-электрофоретическое изображение трансгена (FP) набора 1 и (RP) на-
бора 2, мультиплексированного с hALB набора 1. 

На фиг. 4A-D представлены кривые амплификации для трансгена (FP) набора 1 и (RP) набора 2 и 
стандартные кривые для hALB набора 1. 

На фиг. 5A-B представлены стандартные кривые сравнения интактного с замороженным (целевой 
трансген). 

На фиг. 6 представлены стандартные кривые сравнения кольцевого с линейным (целевой трансген). 
На фиг. 7 представлено сравнение характеризующей и типичной стандартной кривых для кПЦР 

трансгена. 
На фиг. 8 представлен характеризующий стандартный линейный график для трансгена. 
На фиг. 9 представлен пример расположения областей в планшете количественной ПЦР (кПЦР). 
На фиг. 10 представлен пример расположения областей в планшете для оценки контроля кПЦР. 
На фиг. 11 представлен пример линейного графика для трансгена. 
На фиг. 12 представлен пример линейного графика для hALB. 
На фиг. 13 представлена нуклеотидная последовательность гена человеческого сывороточного аль-

бумина (hALB), номер доступа в GenBank M12523.1. 
На фиг. 14 представлена SEQ ID NO: 11. 
Вышеизложенное будет очевидно из представленного ниже более подробного описания примеров 

осуществления, как проиллюстрировано на сопроводительных рисунках, на которых одинаковые номера 
позиций относятся к одним и тем же частям на разных проекциях. Графические материалы не обязатель-
но выполнены в масштабе; вместо этого акцент сделан на иллюстрации принципов изобретения. 
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Подробное описание 

Ниже приведено описание примеров осуществления. 
Ниже описаны несколько аспектов изобретения со ссылкой на примеры только в иллюстративных 

целях. Следует понимать, что многочисленные конкретные детали, взаимосвязи и способы изложены, 
чтобы обеспечить полное понимание изобретения. Однако обычному специалисту в соответствующей 
области техники будет понятно, что изобретение можно реализовать на практике без одной или более 
конкретных деталей или применять на практике другие способы, протоколы, реагенты, линии клеток и 
животных. Настоящее изобретение не ограничено показанным порядком действий или событий, так как 
некоторые действия могут происходить в другом порядке и/или одновременно с другими действиями 
или событиями. Более того, не все проиллюстрированные действия, стадии или события необходимы для 
реализации методологии в соответствии с настоящим изобретением. Многие из методик и процедур, 
описанных или упоминаемых в данном документе, хорошо понятны и широко применяются с использо-
ванием традиционной методологии специалистами в данной области техники. 

Если не указано иное, все термины в данной области техники, обозначения и другие научные тер-
мины или терминология, используемые в данном документе, имеют значения, обычно понятные специа-
листам в области техники, к которой относится данное изобретение. В некоторых случаях термины с 
общепринятыми значениями определены в данном документе для ясности и/или для удобства ссылки, и 
включение таких определений в данный документ не обязательно должно толковаться как представляю-
щее существенное отличие от того, что обычно учитывается в данной области техники. Кроме того, сле-
дует понимать, что термины, такие как термины, определенные в широко используемых словарях, следу-
ет интерпретировать как имеющие значение, соответствующее их значению в контексте соответствую-
щей области техники и/или как определено в данном документе иным образом. 

Применяемые в настоящем документе термины используются только в целях описания конкретных 
вариантов осуществления изобретения и не являются ограничивающими. При использовании в данном 
документе формы единственного числа включают ссылки на множественное число, если из контекста 
явно не следует иное. 

Термин "содержать" или его вариации, такие как "содержит" или "содержащий", при их использо-
вании могут применяться для обозначения включения указанного элемента или целого или группы эле-
ментов или целых, но не исключения любого другого элемента или целого или группы элементов или 
целых. 

Настоящее изобретение относится к наборам и способам количественного определения интеграции 
трансгена в T-клетки с химерным антигенным рецептором (CAR). Кроме того, предложены панели зон-
дов и праймеров для проведения полимеразной цепной реакции (ПЦР), например количественной ПЦР, 
для количественного определения интеграции трансгена в CAR T-клетки. 

В некоторых вариантах осуществления способы и наборы трансгенной кПЦР, описанные в настоя-
щем изобретении, включают анализ с помощью мультиплексной количественной полимеразной цепной 
реакции (кПЦР), предназначенный для количественного определения трансгенной плазмиды BCMA 
CAR, интегрированной в лекарственный препарат CAR T. В обоих случаях (1) трансгенная плазмида 
BCMA CAR (трансген) и (2) а референсный ген человеческого альбумина (hALB) амплифицируются в 
данном методе количественной ПЦР. Набор праймеров и зондов для трансгенных мишеней может ам-
плифицировать сшивку между участками CD137 и CD3z плазмиды, чтобы обеспечить обнаружение ис-
ключительно трансгенной плазмиды BCMA CAR, присутствующей в лекарственном препарате CAR T и 
интегрированной в него. 

Химерные антигенные рецепторы. 
Химерный антигенный рецептор (CAR) представляет собой искусственно сконструированный гиб-

ридный белок или полипептид, содержащий антигенсвязывающие домены антитела (scFv), связанные с 
сигнальными доменами T-клеток. В настоящем документе термины "T клетки", "Т-клетки" и "T лимфо-
циты" используются взаимозаменяемо. Характеристики CAR могут включать в себя их способность пе-
ренаправлять T-клеточную специфичность и реактивность к выбранной мишени не рестриктированным 
по ГКГС образом с использованием антигенсвязывающих свойств моноклональных антител. Не рестрик-
тированное по ГКГС распознавание антигена дает T-клеткам, экспрессирующим CAR, способность рас-
познавать антигены независимо от процессинга антигена, таким образом обходя основной механизм ус-
кользания опухоли от иммунного ответа. Более того, при экспрессии в T-клетках CAR преимущественно 
не димеризуются с эндогенными альфа-и бета-цепями T-клеточного рецептора (TCR). 

CAR, описанные в настоящем документе, обеспечивают рекомбинантные полипептидные конст-
рукции, содержащие по меньшей мере внеклеточный антигенсвязывающий домен, трансмембранный 
домен и внутриклеточный сигнальный домен (также называемый в данном документе "цитоплазматиче-
ским сигнальным доменом"), содержащие функциональный сигнальный домен, полученный из стимули-
рующей молекулы, как определено ниже. T-клетки, экспрессирующие CAR, называются в настоящем 
документе CAR T-клетками, CAR-T-клетками или CAR-модифицированными T-клетками, и эти термины 
используются взаимозаменяемо в настоящем документе. Клетка может быть генетически модифициро-
вана таким образом, чтобы стабильно экспрессировать на своей поверхности связывающий домен анти-
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тела, придавая новую антигенную специфичность, которая не зависит от ГКГС. 
В некоторых случаях T-клетку генетически модифицируют для стабильной экспрессии CAR, кото-

рый объединяет домен распознавания антигена специфического антитела с внутриклеточным доменом 
дзета-цепи CD3 или белка FcγRI в один химерный белок. В одном варианте осуществления стимули-
рующая молекула представляет собой дзета-цепь, ассоциированную с T-клеточным рецепторным ком-
плексом. 

Используемый в настоящем документе термин "внутриклеточный сигнальный домен" относится к 
внутриклеточному участку молекулы. Именно функциональный участок белка действует путем передачи 
информации внутри клетки для регуляции клеточной активности через определенные сигнальные пути, 
генерируя вторичные мессенджеры или действуя как эффекторы, отвечая на такие мессенджеры. Внут-
риклеточный сигнальный домен генерирует сигнал, который вызывает иммунную эффекторную функ-
цию клетки, содержащей CAR, например CAR T-клетки. К примерам иммунной эффекторной функции, 
например, в CAR T-клетке, относится цитолитическая активность и хелперная активность, включая сек-
рецию цитокинов. 

В одном варианте осуществления внутриклеточный сигнальный домен может содержать первичный 
внутриклеточный сигнальный домен. К примерам первичных внутриклеточных сигнальных доменов от-
носятся домены, полученные от молекул, которые отвечают за первичную стимуляцию или стимуляцию, 
зависящую от антигена. В одном варианте осуществления внутриклеточный сигнальный домен может 
содержать костимулирующий внутриклеточный домен. К примерам костимулирующих внутриклеточ-
ных сигнальных доменов относятся домены, полученные из молекул, которые отвечают за костимули-
рующие сигналы или антиген-зависимую стимуляцию. Например, в случае CAR T первичный внутри-
клеточный сигнальный домен может содержать цитоплазматическую последовательность T-клеточного 
рецептора, а костимулирующий внутриклеточный сигнальный домен может содержать цитоплазматиче-
скую последовательность корецептора или костимулирующей молекулы. 

Первичный внутриклеточный сигнальный домен может содержать сигнальный мотив, который из-
вестен как иммунорецепторный тирозиновый активирующий мотив или ITAM. К примерам последова-
тельностей первичной цитоплазматической сигнализации, содержащих ITAM, относятся, без ограниче-
ний, производные CD3-дзета, FcR-гамма, FcR-бета, CD3-гамма, CD3-дельта, CD3-эпсилон, CD5, CD22, 
CD79a, CD79b и CD66d DAP10 и DAP12. В конкретном варианте осуществления сигнальная последова-
тельность представляет собой CD3-дзета. 

Термин "дзета" или альтернативно "дзета-цепь", "CD3-дзета " или "TCR-дзета" определяется как 
белок, представленный по номеру доступа в GenBank BAG36664.1, или эквивалентные остатки, полу-
ченные от видов, отличных от человека, например мыши, кролика, примата, мыши, грызуна, обезьяны, 
человекообразной обезьяны и т.п., и "стимулирующий домен дзета", или альтернативно "стимулирую-
щий домен CD3-дзета", или "стимулирующий домен TCR-дзета" определяется как аминокислотные ос-
татки из цитоплазматического домена дзета-цепи, которые достаточны для функциональной передачи 
исходного сигнала, необходимого для активации T-клетки. В одном аспекте цитоплазматический домен 
дзета содержит остатки от 52 до 164 согласно номеру доступа в GenBank BAG36664.1 или эквивалент-
ные остатки, полученные от видов, отличных от человека, например мыши, грызуна, обезьяны, челове-
кообразной обезьяны и т.п., которые представляют собой их функциональные ортологи. 

Термин "костимулирующая молекула" относится к когнатному партнеру по связыванию на T-
клетке, который специфически связывается с костимулирующим лигандом, опосредуя, таким образом, 
костимулирующий ответ T-клетки, такой как, помимо прочего, пролиферация. Костимулирующие моле-
кулы являются молекулами клеточной поверхности, отличными от рецепторов антигенов или их лиган-
дов, которые необходимы для эффективного иммунного ответа. Костимулирующие молекулы включают, 
без ограничений, молекулу ГКГС класса 1, BTLA и Toll-подобный рецептор лигандов, а также OX40, 
CD2, CD27, CD28, CDS, ICAM-1, LFA-1 (CD11a/CD18) и 4-1BB (также упоминаемый как "CD137" в на-
стоящем документе). В конкретном варианте осуществления костимулирующей молекулой является 4-
1BB (CD137). 

Костимулирующий внутриклеточный сигнальный домен может представлять собой внутриклеточ-
ный участок костимулирующей молекулы. Костимулирующая молекула может быть представлена в сле-
дующих семействах белков: белки рецептора ФНО, иммуноглобулиноподобные белки, рецепторы цито-
кинов, интегрины, сигнальные молекулы активации лимфоцитов (белки SLAM) и активирующие рецеп-
торы NK-клеток. К примерам подобных молекул относятся CD27, CD28, 4-1BB (CD137), OX40, GITR, 
CD30, CD40, ICOS, BAFFR, HVEM, связанный с функцией лимфоцитов антиген-1 (LFA-1), CD2, CD7, 
LIGHT, NKG2C, SLAMF7, NKp80, CD160, B7-H3, лиганд, который специфически связывается с CD83 и 
т.п. 

Внутриклеточный сигнальный домен может содержать весь (то есть "полноразмерный") внутрикле-
точный участок или весь нативный внутриклеточный сигнальный домен молекулы, из которой он был 
получен, или его функциональный фрагмент. 

Термин "4-1BB" относится к члену суперсемейства рецепторов фактора некроза опухоли (РФНО) с 
аминокислотной последовательностью, представленной по номеру доступа в GenBank AAA62478.2, или 
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эквивалентными остатками, полученными от видов, отличных от человека, например млекопитающего 
(мыши, грызуна, обезьяны, человекообразной обезьяны и т.п.); а "костимулирующий домен 4-1BB" оп-
ределяется как аминокислотные остатки 214-255 с номером доступа в GenBank: AAA62478.2 или эквива-
лентные остатки видов, отличных от человека, например млекопитающего (мыши, грызуна, обезьяны, 
человекообразной обезьяны и т.п.). 

В некоторых вариантах осуществления цитоплазматический сигнальный домен дополнительно со-
держит один или более функциональных сигнальных доменов, полученных из по меньшей мере одной 
костимулирующей молекулы, как определено в настоящем документе. В одном варианте осуществления 
костимулирующая молекула выбрана из 4-1BB (то есть CD137), CD27, CD3-дзета и/или CD28. CD28 яв-
ляется T-клеточным маркером, важным для T-клеточной костимуляции. CD27 является членом суперсе-
мейства рецепторов фактора некроза опухоли и выступает в качестве костимулирующей молекулы им-
мунной контрольной точки. 4-1BB передает мощный костимулирующий сигнал на T-клетки, стимулируя 
дифференцировку и повышая долгосрочную выживаемость T-лимфоцитов. CD3-дзета связывается с TCR 
для генерации сигнала и содержит иммунорецепторные тирозиновые активирующие мотивы (ITAM). 

В одном варианте осуществления CAR содержит внутриклеточный шарнирный домен, включаю-
щий CD8, и внутриклеточный сигнальный домен рецептора T-клеток, содержащий CD28, 4-1BB и CD3-
дзета и их комбинации. 

В конкретном варианте осуществления CAR содержит трансмембранный CD8a, CD137 и кодирую-
щие участки CD3z. 

В описании дополнительно предложены праймеры, зонды и соответствующие наборы, используе-
мые для количественного определения вариантов плазмид, интегрированных в продукты CAR T, напри-
мер функциональных вариантов CAR, нуклеиновых кислот, полипептидов и белков, описанных в на-
стоящем документе. Используемый в настоящем документе термин "вариант" относится к полипептиду 
или полинуклеотиду, который отличается от эталонного полипептида или эталонного полинуклеотида 
одной или более модификаций, например замен, вставок или делеций. Используемый в настоящем доку-
менте термин "функциональный вариант" относится к CAR, полипептиду или белку, имеющему сущест-
венную или значительную идентичность последовательности или сходство с родительским CAR, поли-
пептидом или белком, причем функциональный вариант сохраняет биологическую активность CAR, по-
липептида или белка, для которого он является вариантом. Функциональные варианты включают, на-
пример, те варианты CAR, полипептида или белка, которые описаны в настоящем документе (родитель-
ский CAR, полипептид или белок), которые сохраняют способность распознавать клетки-мишени в ана-
логичной степени, в той же степени или в большей степени, что и родительский CAR, полипептид или 
белок. По отношению к родительскому CAR, полипептиду или белку функциональный вариант может 
быть, например, на по меньшей мере около 30%, около 40%, около 50%, около 60%, около 75%, около 
80%, около 85%, около 90%, около 91%, около 92%, около 93%, около 94%, около 95%, около 96%, око-
ло 97%, около 98%, около 99% или более идентичен по аминокислотной последовательности родитель-
ского CAR, полипептиду или белку. 

Функциональный вариант может, например, содержать аминокислотную последовательность роди-
тельского CAR, полипептида или белка с по меньшей мере одной консервативной аминокислотной заме-
ной. В другом варианте осуществления функциональные варианты могут содержать аминокислотную 
последовательность родительского CAR, полипептида или белка с по меньшей мере одной неконсерва-
тивной аминокислотной заменой. В данном случае неконсервативная аминокислотная замена может не 
препятствовать или не ингибировать биологическую активность функционального варианта. Неконсер-
вативная аминокислотная замена может усиливать биологическую активность функционального вариан-
та таким образом, что биологическая активность функционального варианта увеличивается по сравне-
нию с родительским CAR, полипептидом или белком. 

Аминокислотные замены в CAR могут быть консервативными аминокислотными заменами. Кон-
сервативные аминокислотные замены известны в данной области техники и включают аминокислотные 
замены, при которых одну аминокислоту, имеющую определенные физические и/или химические свой-
ства, заменяют на другую аминокислоту, обладающую такими же или аналогичными химическими или 
физическими свойствами. Например, консервативная аминокислотная замена может быть кислой амино-
кислотой, замещенной другой кислой аминокислотой (например, Asp или Glu), аминокислотой с непо-
лярной боковой цепью, замещенной другой аминокислотой с неполярной боковой цепью (например, Ala, 
Gly, Val, Ile, Leu, Met, Phe, Pro, Trp, Val и т.д.), основной аминокислотой, замещенной другой основной 
аминокислотой (Lys, Arg и т.д.), аминокислотой с полярной боковой цепью, замещенной другой амино-
кислотой с полярной боковой цепью (Asn, Cys, Gln, Ser, Thr, Tyr и т.д.), и т.д. 

CAR, полипептид или белок могут состоять по существу из указанной аминокислотной последова-
тельности или последовательностей, описанных в настоящем документе, так что другие компоненты, 
например другие аминокислоты, существенно не изменяют биологическую активность CAR, полипепти-
да или белка. 

Примеры модифицированных нуклеотидов, которые могут быть использованы для получения ре-
комбинантных нуклеиновых кислот, используемых для получения полипептидов, применяемых в спосо-
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бах/наборах, описанных в настоящем документе, включают, без ограничений, 5-фторурацил, 5-
бромурацил, 5-хлорурацил, 5-йодурацил, гипоксантин, ксантин, 4-ацетилцитозин, 5-
(карбоксигидроксиметил) урацил, карбоксиметиламинометил-2-тиоуридин, 5-
карбоксиметиламинометилурацил, дигидроурацил, N6-замещенный аденин, 7-метилгуанин, 5-
метиламинометилурацил, 5-метоксиаминометил-2-тиоурацил, бета-D-маннозилквеуозин, 5"-
метоксикарбоксиметилурацил, 5-метоксиурацил, 2-метилтио-N6-изопентениладенин, урацил-5-
оксиуксусную кислоту (v), вибутоксизин, псевдоурацил, квеуозин, бета-D-галактозилквеозин, инозин, 
N6-изопентениладенин, 1-метилгуанин, 1-метинозин, 2,2-диметилгуанин, 2-метиладенин, 2-метилгуанин, 
3-метилцитозин, 5-метилцитозин, 2-тиоцитозин, 5-метил-2-тиоурацил, 2-тиоурацил, 4-тиоурацил, 5-
метилурацил, метиловый эфир урацил-5-оксиуксусной кислоты, 3-(3-амино-3-N-2-карбоксипропил) ура-
цил и 2,6-диаминопурин. 

Нуклеиновая кислота изобретения может содержать любую выделенную или очищенную нуклео-
тидную последовательность, которая кодирует любой из CAR, полипептидов, или белков, или их функ-
циональных участков, или их функциональных вариантов. Альтернативно нуклеотидная последователь-
ность может содержать последовательность, вырожденную в любую из последовательностей или комби-
нацию вырожденных последовательностей. 

В некоторых вариантах осуществления изобретения также используется выделенная или очищенная 
нуклеиновая кислота, содержащая нуклеотидную последовательность, которая комплементарна нуклео-
тидной последовательности любой из нуклеиновых кислот, описанных в настоящем документе, или нук-
леотидную последовательность, которая гибридизируется в жестких условиях с нуклеотидной последо-
вательностью любой из нуклеиновых кислот, описанных в настоящем документе. 

Нуклеотидная последовательность, которая гибридизируется в жестких условиях, может гибриди-
зироваться в высокожестких условиях. 

Описанные в настоящем документе "высокожесткие условия" означают, что нуклеотидная последо-
вательность специфически гибридизируется с целевой последовательностью (нуклеотидной последова-
тельностью любой из нуклеиновых кислот, описанных в настоящем документе) в степени, обнаружимой 
сильнее, чем неспецифическая гибридизация. Высокожесткие условия включают условия, которые по-
зволяют различить полинуклеотид с точно комплементарной последовательностью или полинуклеотид, 
содержащий только несколько разбросанных несовпадений из случайной последовательности, которая 
имеет несколько небольших участков (например, 3-12 оснований), которые соответствуют нуклеотидной 
последовательности. Такие небольшие участки комплементарности легче расплавляются, чем полнораз-
мерный комплемент из 14-17 или более оснований, и гибридизация с высокой жесткостью делает их лег-
ко различимыми. Относительно высокожесткие условия будут включать, например, условия с низким 
содержанием соли и/или высокой температурой, такие как обеспечиваемые около 0,02-0,1М NaCl или его 
эквивалентом, при температурах примерно 50-70°C. Такие высокожесткие условия допускают небольшое 
несоответствие между нуклеотидной последовательностью и матрицей или целевой цепью, если таковое 
имеется, или особенно подходят для гибридизации с нуклеиновыми кислотами CAR, описанными в на-
стоящем документе. Как правило, считается, что условия можно сделать более жесткими путем добавле-
ния возрастающих количеств формамида. 

Используемый в настоящем документе термин "рекомбинантный вектор экспрессии" означает гене-
тически модифицированный олигонуклеотидный или полинуклеотидный конструкт, который обеспечи-
вает экспрессию мРНК, белка, полипептида или пептида клеткой-хозяином, когда конструкт содержит 
нуклеотидную последовательность, кодирующую мРНК, белок, полипептид или пептид, а вектор приво-
дят в контакт с клеткой в условиях, достаточных для экспрессии мРНК, белка, полипептида или пептида 
внутри клетки. Описанные в настоящем документе векторы не встречаются в природе в целом; однако 
части векторов могут быть природного происхождения. Описанные рекомбинантные векторы экспрессии 
могут содержать нуклеотиды любого типа, включая, без ограничений, ДНК и РНК, которые могут быть 
одноцепочечными или двухцепочечными, синтезированными или частично полученными из природных 
источников и которые могут содержать природные, неприродные или измененные нуклеотиды. Реком-
бинантные векторы экспрессии могут содержать межнуклеотидные связи природного происхождения 
или неприродного происхождения или оба типа связей. Неприродные или измененные нуклеотиды или 
межнуклеотидные связи не препятствуют транскрипции или репликации вектора. 

В варианте осуществления рекомбинантный вектор экспрессии может быть любым приемлемым 
рекомбинантным вектором экспрессии и может быть использован для трансформации или трансфекции 
любого приемлемого хозяина. Приемлемые векторы включают векторы, предназначенные для размно-
жения и экспансии или для экспрессии или и того и другого, такие как плазмиды и вирусы. Вектор мо-
жет быть выбран из группы, состоящей из серии pUC (Fermentas Life Sciences, Глен Берни, штат Мэри-
ленд, США), серии pBluescript (Stratagene, г. Ла-Холья, штат Калифорния, США), серии pET (Novagen, г. 
Мэдисон, штат Висконсин, США), серии pGEX (Pharmacia Biotech, г. Уппсала, Швеция) и серии pETX 
(Clontech, г. Пало-Альто, штат Калифорния, США). Можно использовать векторы бактериофагов, такие 
как λGT10, λGT11, λEMBL4 и λNM1149, λZapII (Stratagene). Примеры векторов экспрессии растений 
включают pBI01 pBI01.2, pBI121, pBI101.3 и pBIN19 (Clontech). Примеры векторов экспрессии животных 
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включают pEUK-Cl, pMAM и pMAMneo (Clontech). Рекомбинантный вектор экспрессии может быть ви-
русным вектором, например ретровирусным вектором, например гамма-ретровирусным вектором. 

В одном варианте осуществления рекомбинантные векторы экспрессии получали с использованием 
стандартных методик рекомбинантной ДНК, описанных, например, в Ausubel FM, Brent R, Kingston RE et 
al. (eds) (1999) Short Protocols in Molecular Biology, 4th edn. New York: Wiley Green MR и Sambrook J. 
(2012) Molecular cloning: a laboratory manual, 4th edn. Cold Spring Harbor, New York. Могут быть получе-
ны конструкты векторов экспрессии, которые являются кольцевыми или линейными, чтобы они содер-
жали систему репликации, функционирующую в прокариотической или эукариотической клетке-
хозяине. Системы репликации могут быть получены, например, из ColEl, SV40, 2 мкм плазмиды, λ, бы-
чьего вируса папилломы и т.п. 

В определенных вариантах осуществления векторы экспрессии, используемые в настоящем описа-
нии, линеаризуют для приготовления рабочих исходных растворов плазмиды для получения стандартов 
и контрольных образцов. 

Рекомбинантный вектор экспрессии может содержать регуляторные последовательности, такие как 
инициирующие и терминирующие кодоны транскрипции и трансляции, которые специфичны для типа 
хозяина (например, бактерии, гриба, растения или животного), в который должен быть введен вектор, 
при необходимости, при этом учитывается, основан ли вектор на ДНК или РНК. 

Рекомбинантный вектор экспрессии может включать один или более маркерных генов, которые по-
зволяют отбирать трансформированные или трансфицированные организмы-хозяева. Маркерные гены 
включают гены резистентности к биоцидам, например гены резистентности к антибиотикам, тяжелым 
металлам и т.д., комплементации в ауксотрофном хозяине для обеспечения прототрофности и т.п. При-
емлемые маркерные гены для описанных векторов экспрессии включают, например, гены резистентно-
сти к неомицину/G418, гены резистентности к гистидинолу X, гены резистентности к гистидинолу, гены 
резистентности к тетрациклину и гены резистентности к ампициллину. 

Рекомбинантный вектор экспрессии может содержать нативный или нормальный промотор, функ-
ционально связанный с нуклеотидной последовательностью, кодирующей CAR, полипептид или белок 
(включая их функциональные участки и их функциональные варианты), или с нуклеотидной последова-
тельностью, которая комплементарна или которая гибридизируется с нуклеотидной последовательно-
стью, кодирующей CAR, полипептид или белок. Выбор промоторов, например сильных, слабых, тканес-
пецифичных, индуцируемых и специфичных для развития промоторов находится в рамках квалификации 
обычного специалиста в данной области техники. Аналогичным образом комбинирование нуклеотидной 
последовательности с промотором также находится в рамках квалификации специалиста в данной облас-
ти техники. Промотор может представлять собой невирусный промотор или вирусный промотор, напри-
мер промотор цитомегаловируса (CMV), промотор RSV, промотор SV40 или промотор, присутствующий 
в длинном концевом повторе вируса мышиных стволовых клеток. 

Рекомбинантные векторы экспрессии могут быть разработаны либо для транзиентной экспрессии, 
либо для стабильной экспрессии, либо для обоих типов. Кроме того, рекомбинантные векторы экспрес-
сии могут быть получены для конститутивной экспрессии или для индуцируемой экспрессии. 

Дополнительно могут быть созданы рекомбинантные векторы экспрессии, включающие суици-
дальный ген. Используемый в данном документе термин "суицидальный ген" относится к гену, который 
заставляет клетку, экспрессирующую суицидальный ген, погибать. Суицидальный ген может быть ге-
ном, который придает чувствительность к агенту, например лекарственному средству, клетке, в которой 
экспрессируется ген, и заставляет клетку погибать, когда клетку приводят в контакт с агентом или она 
подвергается его воздействию. Суицидальные гены известны в данной области техники и включают, на-
пример, ген тимидинкиназы (TK) вируса простого герпеса (HSV), цитозин-даминазу, пуриновую нуклео-
зидфосфорилазу и нитроредуктазу. 

В объем изобретения входят конъюгаты, например биоконъюгаты, содержащие любые CAR, поли-
пептиды или белки (включая любые их функциональные участки или варианты), клетки-хозяева, нук-
леиновые кислоты, рекомбинантные векторы экспрессии, популяции клеток-хозяев или антитела или их 
антигенсвязывающие участки. Конъюгаты, а также способы синтеза конъюгатов в целом известны в дан-
ной области техники (см., например, Hudez, F., Methods Mol. Biol. 298: 209-223 (2005) и Kirin et al., Inorg 
Chem. 44(15): 5405-5415 (2005)). 

В конкретном варианте осуществления рекомбинантный вектор экспрессии, используемый в вари-
антах осуществления изобретения, представляет собой вектор, содержащий различные компоненты хи-
мерного антигенного рецептора антигена созревания B-клеток (BCMA). Плазмида представляет собой 
плазмиду из 8518 пар нуклеотидов (п.н.), содержащую последовательность, кодирующую различные 
компоненты химерного антигенного рецептора BCMA, которая раскрывается в SEQ ID NO: 175-197, 202-
205, 218-227, 239, 261-264 и 271-276 в публикации международной заявки на патент PCT № 
WO2017/025038 A1, содержание которой полностью включено в настоящий документ путем ссылки. В 
одном аспекте в изобретении плазмида кодирует внеклеточный антигенсвязывающий домен, трансмем-
бранный домен и внутриклеточный сигнальный домен, при этом внеклеточный антигенсвязывающий 
домен связывает антиген BCMA. Используемые в настоящем документе термины "B клетки", "В-клетки" 
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и "B лимфоциты" используются взаимозаменяемо. В одном варианте осуществления плазмида содержит 
нуклеотидную последовательность любой из SEQ ID NO: 175-197, 202-205, 218-227, 239, 261-264 и 271-
276 из публикации международной заявки на патент PCT № WO2017/025038 A1. В некоторых вариантах 
осуществления плазмида содержит нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере око-
ло 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 или 99% идентична нуклеотидной 
последовательности любой из SEQ ID NO: 175-197, 202-205, 218-227, 239, 261-264 и 271-276 из публика-
ции международной заявки на патент PCT № WO2017/025038 A1. 

Термин "кодирующий" относится к свойству, присущему конкретным последовательностям нук-
леотидов в полинуклеотиде, таком как ген, кДНК или мРНК, служить в качестве матриц для синтеза дру-
гих полимеров и макромолекул в биологических процессах, имеющих или определенную последователь-
ность нуклеотидов (например, рРНК, тРНК и мРНК), или определенную последовательность аминокис-
лот, а также к биологическим свойствам, полученным в результате этого. Таким образом, ген, кДНК или 
РНК кодируют белок, если в результате транскрипции и трансляции мРНК, соответствующей этому гену, 
вырабатывается белок в клетке или другой биологической системе. Как кодирующая цепь, нуклеотидная 
последовательность которой идентична последовательности мРНК, так и некодирующая цепь, исполь-
зуемая в качестве матрицы для транскрипции гена или кДНК могут называться кодирующими белок или 
другой продукт этого гена или кДНК. 

Если не указано иное, "нуклеотидная последовательность, кодирующая аминокислотную последо-
вательность", включает все нуклеотидные последовательности, которые являются вырожденными вер-
сиями друг друга и которые кодируют одну и ту же аминокислотную последовательность. Фраза "нук-
леотидная последовательность, которая кодирует белок или РНК", может также включать интроны в той 
мере, в которой нуклеотидная последовательность, кодирующая белок, может в некоторых версиях со-
держать интрон(-ы). 

В одном варианте осуществления в настоящем описании предложен вектор экспрессии, содержа-
щий нуклеотидную последовательность любой из SEQ ID NO: 175-197, 202-205, 218-227, 239, 261-264 и 
271-276 из публикации международной заявки на патент PCT № WO2017/025038 A1. 

Термин "вектор экспрессии" относится к вектору, содержащему рекомбинантный полинуклеотид, 
содержащий регулирующие экспрессию последовательности, функционально соединенные с экспресси-
руемой нуклеотидной последовательностью. Вектор экспрессии содержит достаточное количество цис-
действующих элементов для экспрессии; другие элементы для экспрессии могут обеспечиваться клет-
кой-хозяином или в системе экспрессии in vitro. Векторы экспрессии включают все известные в данной 
области техники векторы, включая космиды, плазмиды (например, "голые" или содержащиеся в липосо-
мах) и вирусы (например, лентивирусы, ретровирусы, аденовирусы и адено-ассоциированные вирусы), 
которые содержат рекомбинантный полинуклеотид. 

Способы получения CAR T-клеток и количественного определения интеграции трансгена в CAR T-
клетку. 

В одном аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного определения ин-
теграции трансгена в CAR T-клетку, включающие: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, содержа-
щим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 
5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 20 и их комбинаций, и 
приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт со вторым праймером CAR, содержащим 
нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 21 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером hALB, содержа-
щим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, SEQ ID 
NO: 26, SEQ ID NO: 29 и их комбинаций, и приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт 
со вторым праймером hALB, содержащим нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, 
состоящей из SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27, SEQ ID NO: 30 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с зондом CAR, причем зонд CAR со-
держит нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID 
NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 19 и их комбинаций; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с зондом hALB, при этом зонд hALB 
содержит нуклеотидную последовательность, выбранную из группы, состоящей из SEQ ID NO: 22, SEQ 
ID NO: 25, SEQ ID NO: 28 и их комбинаций; 

амплификацию ампликонов CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, таким обра-
зом получая молекулы амплифицированных нуклеиновых кислот CAR; 

амплификацию ампликонов hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, таким 
образом получая молекулы амплифицированных нуклеиновых кислот hALB; 

обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот CAR и 
зондом CAR посредством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот hALB и 
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зондом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

В некоторых вариантах осуществления стадии приведения в контакт для праймеров CAR выполня-
ют в отдельной реакции от праймеров hALB. В других вариантах осуществления стадии приведения в 
контакт выполняют в ходе одной и той же реакции (т.е. мультиплексно). 

В некоторых вариантах осуществления стадии приведения в контакт для зондов CAR выполняют в 
отдельной реакции от зондов hALB. В других вариантах осуществления стадии приведения в контакт 
выполняют в ходе одной и той же реакции (т.е. мультиплексно). 

В некоторых вариантах осуществления стадии амплификации для ампликонов CAR выполняют в 
отдельной реакции от ампликонов hALB. В других вариантах осуществления стадии амплификации вы-
полняют в ходе одной и той же реакции (то есть мультиплексно). 

В некоторых вариантах осуществления стадии обнаружения для гибридизации нуклеиновых кислот 
CAR и зондов CAR выполняют в отдельной реакции от нуклеиновых кислот hALB и зондов hALB. В 
других вариантах осуществления стадии обнаружения выполняют в ходе одной и той же реакции (то есть 
мультиплексно). 

В некоторых вариантах осуществления способы включают амплификацию нуклеиновых кислот 
CAR с первым праймером CAR длиной от около 20 до около 40 нуклеотидов. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер CAR выполнен с возможностью гибридизации в условиях высокой же-
сткости с нуклеотидной последовательностью CAR, приведенной ниже в любой из SEQ ID NO: 175-197, 
202-205, 218-227, 239, 261-264 и 271-276 из публикации международной заявки на патент PCT № 
WO2017/025038 A1. 

Праймер, то есть нуклеотидная последовательность, которая гибридизируется в жестких условиях, 
может гибридизироваться в высокожестких условиях. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17 и SEQ ID NO: 20. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID 
NO: 14, SEQ ID NO: 17 и SEQ ID NO: 20. В конкретных вариантах осуществления первый праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17 и SEQ ID NO: 20. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 2. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 2. В конкретных вариантах осуществления первый праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 2. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 5. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 5. В конкретных вариантах осуществления первый праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 5. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 8. В некоторых вариантах 
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осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 8. В конкретных вариантах осуществления первый праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 8. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 11. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% 
идентична, на по меньшей мере около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 11. В конкретных вариантах 
осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ 
ID NO: 11. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 14. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 14. В конкретных вариантах осуществления первый праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 14. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 17. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 17. В конкретных вариантах осуществления первый праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 17. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 20. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 20. В конкретных вариантах осуществления первый праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 20. 

В некоторых вариантах осуществления способы включают амплификацию нуклеиновых кислот 
CAR со вторым праймером CAR длиной от около 20 до около 40 нуклеотидов. В некоторых вариантах 
осуществления второй праймер CAR выполнен с возможностью гибридизации в условиях высокой жест-
кости с нуклеотидной последовательностью CAR, приведенной ниже в любой из SEQ ID NO: 175-197, 
202-205, 218-227, 239, 261-264 и 271-276 из публикации международной заявки на патент PCT № 
WO2017/025038 A1. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID 
NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 21. В некоторых вариантах осуще-
ствления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по мень-
шей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 
98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, вы-
бранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID 
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NO: 15, SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 21. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 18 и SEQ ID NO: 21. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 3. В некоторых вариантах осуществ-
ления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей 
мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% 
идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая 
приведена ниже в SEQ ID NO: 3. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR включает 
в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотид-
ной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 3. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 6. В некоторых вариантах осуществ-
ления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей 
мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% 
идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая 
приведена ниже в SEQ ID NO: 6. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR включает 
в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотид-
ной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 6. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 9. В некоторых вариантах осуществ-
ления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей 
мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% 
идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая 
приведена ниже в SEQ ID NO: 9. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR включает 
в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотид-
ной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 9. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 12. В некоторых вариантах осущест-
вления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей 
мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% 
идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая 
приведена ниже в SEQ ID NO: 12. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR включа-
ет в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 12. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 15. В некоторых вариантах осущест-
вления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей 
мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% 
идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая 
приведена ниже в SEQ ID NO: 15. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR включа-
ет в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 15. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 18. В некоторых вариантах осущест-
вления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей 
мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% 
идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая 
приведена ниже в SEQ ID NO: 18. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR включа-
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ет в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 18. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную после-
довательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% иден-
тична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 21. В некоторых вариантах осущест-
вления второй праймер CAR включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей 
мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% 
идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая 
приведена ниже в SEQ ID NO: 21. В конкретных вариантах осуществления второй праймер CAR включа-
ет в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклео-
тидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 21. 

В некоторых вариантах осуществления способы включают гибридизацию молекулы нуклеиновой 
кислоты CAR со специфическим зондом CAR длиной от около 20 до около 40 и обнаружение гибридиза-
ции между нуклеиновой кислотой CAR и зондом. В некоторых вариантах осуществления в зонд введена 
метка с возможностью обнаружения. В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR 
выполнен с возможностью гибридизации в условиях высокой жесткости с нуклеотидной последователь-
ностью CAR, приведенной ниже в любой из SEQ ID NO: 175-197, 202-205, 218-227, 239, 261-264 и 271-
276 из публикации международной заявки на патент PCT № WO2017/025038 A1. 

В некоторых вариантах осуществления стадии обнаружения гибридизации могут быть выполнены с 
использованием традиционных методик молекулярной биологии, известных в данной области, таких как, 
без ограничений, гель-электрофорез, Саузерн-блоттинг и/или т.п. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16 и SEQ ID NO: 19. 

В некоторых вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, 
которая на по меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по 
меньшей мере около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной после-
довательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID 
NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16 и SEQ ID NO: 19. В конкретных вариантах осуществления зонд 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16 и SEQ ID NO: 19. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 1. В некоторых вариантах 
осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере 
около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% иден-
тична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приве-
дена ниже в SEQ ID NO: 1. В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательно-
сти, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 1. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 4. В некоторых вариантах 
осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере 
около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% иден-
тична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приве-
дена ниже в SEQ ID NO: 4. В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательно-
сти, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 4. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 7. В некоторых вариантах 
осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере 
около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% иден-
тична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приве-
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дена ниже в SEQ ID NO: 7. В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательно-
сти, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 7. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 10. В некоторых вариантах 
осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере 
около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% иден-
тична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приве-
дена ниже в SEQ ID NO: 10. В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотид-
ную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последова-
тельности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 10. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 13. В некоторых вариантах 
осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере 
около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% иден-
тична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приве-
дена ниже в SEQ ID NO: 13. В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотид-
ную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последова-
тельности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 13. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 16. В некоторых вариантах 
осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере 
около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% иден-
тична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приве-
дена ниже в SEQ ID NO: 16. В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотид-
ную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последова-
тельности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 16. 

В некоторых вариантах осуществления специфический зонд CAR включает в себя нуклеотидную 
последовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 19. В некоторых вариантах 
осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере 
около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% иден-
тична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приве-
дена ниже в SEQ ID NO: 19. В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотид-
ную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последова-
тельности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 19. 

В некоторых вариантах осуществления способы включают амплификацию нуклеиновых кислот 
hALB с первым праймером hALB длиной от около 20 до около 40 нуклеотидов. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер hALB выполнен с возможностью гибридизации в условиях высокой же-
сткости с нуклеотидной последовательностью hALB, приведенной ниже в SEQ ID NO: 31 (фиг. 13). 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26 и 
SEQ ID NO: 29. В некоторых вариантах осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклео-
тидную последовательность, которая на по меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере 
около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% 
идентична нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, SEQ 
ID NO: 26 и SEQ ID NO: 29. В конкретных вариантах осуществления первый праймер hALB включает в 
себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотид-
ной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26 и SEQ ID 
NO: 29. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
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нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 23. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 23. В конкретных вариантах осуществления первый праймер 
hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% иден-
тична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 23. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 26. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 26. В конкретных вариантах осуществления первый праймер 
hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% иден-
тична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 26. 

В некоторых вариантах осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 29. В некоторых вариантах 
осуществления первый праймер hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 29. В конкретных вариантах осуществления первый праймер 
hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% иден-
тична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 29. 

В некоторых вариантах осуществления способы включают амплификацию нуклеиновых кислот 
hALB со вторым праймером hALB длиной от около 20 до около 40 нуклеотидов. В некоторых вариантах 
осуществления второй праймер hALB выполнен с возможностью гибридизации в условиях высокой же-
сткости с нуклеотидной последовательностью hALB, приведенной ниже в SEQ ID NO: 31. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27 и 
SEQ ID NO: 30. В некоторых вариантах осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклео-
тидную последовательность, которая на по меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере 
около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% 
идентична нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 24, SEQ 
ID NO: 27 и SEQ ID NO: 30. В конкретных вариантах осуществления второй праймер hALB включает в 
себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотид-
ной последовательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 27 и SEQ ID 
NO: 30. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 24. В некоторых вариантах 
осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 24. В конкретных вариантах осуществления второй праймер 
hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% иден-
тична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 24. 

В некоторых вариантах осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-
следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 27. В некоторых вариантах 
осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 27. В конкретных вариантах осуществления второй праймер 
hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% иден-
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тична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 27. 
В некоторых вариантах осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклеотидную по-

следовательность, которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% 
идентична, на по меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична 
нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 30. В некоторых вариантах 
осуществления второй праймер hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере 
около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, 
которая приведена ниже в SEQ ID NO: 30. В конкретных вариантах осуществления второй праймер 
hALB включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% иден-
тична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 30. 

В некоторых вариантах осуществления способы включают гибридизацию молекулы нуклеиновой 
кислоты hALB со специфическим зондом hALB длиной от около 20 до около 40 и обнаружение гибриди-
зации между нуклеиновой кислотой hALB и зондом. В некоторых вариантах осуществления в зонд вве-
дена метка с возможностью обнаружения. В некоторых вариантах осуществления специфический зонд 
hALB выполнен с возможностью гибридизации в условиях высокой жесткости с нуклеотидной последо-
вательностью hALB, приведенной ниже в SEQ ID NO: 31. 

В некоторых вариантах осуществления стадии обнаружения гибридизации могут быть выполнены с 
использованием традиционных методик молекулярной биологии, известных в данной области, таких как, 
без ограничений, гель-электрофорез, Саузерн-блоттинг и/или т.п. 

В некоторых вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, 
которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% идентична, на по 
меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной после-
довательности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 25 и SEQ ID NO: 28. В 
некоторых вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая 
на по меньшей мере около 96% идентична, на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей 
мере около 98% идентична или на по меньшей мере около 99% идентична нуклеотидной последователь-
ности, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 25 и SEQ ID NO: 28. В конкрет-
ных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по 
меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательности, выбранной из группы, состоя-
щей из SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 25 и SEQ ID NO: 28. 

В некоторых вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, 
которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% идентична, на по 
меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной после-
довательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 22. В некоторых вариантах осуществления зонд 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 96% идентична, 
на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% идентична или на по меньшей 
мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 22. 
В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, кото-
рая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена 
ниже в SEQ ID NO: 22. 

В некоторых вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, 
которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% идентична, на по 
меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной после-
довательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 25. В некоторых вариантах осуществления зонд 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 96% идентична, 
на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% идентична или на по меньшей 
мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 25. 
В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, кото-
рая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена 
ниже в SEQ ID NO: 25. 

В некоторых вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, 
которая на по меньшей мере около 80% идентична, на по меньшей мере около 85% идентична, на по 
меньшей мере около 90% идентична или на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной после-
довательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 28. В некоторых вариантах осуществления зонд 
включает в себя нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 96% идентична, 
на по меньшей мере около 97% идентична, на по меньшей мере около 98% идентична или на по меньшей 
мере около 99% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 28. 
В конкретных вариантах осуществления зонд включает в себя нуклеотидную последовательность, кото-
рая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена 
ниже в SEQ ID NO: 28. 

В конкретном аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного определе-
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ния интеграции трансгена в CAR T-клетку, включающие: 
приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, содержа-

щим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11 и приведение нуклеиновых кислот из CAR T-
клетки в контакт со вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO: 12; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером hALB, содержа-
щим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23 и приведение нуклеиновых кислот из CAR T-
клетки в контакт со вторым праймером hALB, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO: 24; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с зондом CAR, причем такой зонд CAR 
содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10; 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с зондом hALB, при этом такой зонд 
hALB содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22; 

амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая молекулы амплифицированных нуклеиновых кислот CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, 
таким образом получая молекулы амплифицированных нуклеиновых кислот hALB; 

обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот CAR и 
зондом CAR посредством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот hALB и 
зондом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
hALB; и количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с рефе-
ренсным сигналом. 

В некоторых вариантах осуществления обнаружение гибридизации между молекулами амплифици-
рованных нуклеиновых кислот CAR и зондом CAR включает обнаружение изменения целевого сигнала 
от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во время или после гибридизации относи-
тельно целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, до гибридизации. 

В некоторых вариантах осуществления стадия обнаружения гибридизации между молекулами ам-
плифицированных нуклеиновых кислот hALB и зондом hALB включает обнаружение изменения целево-
го сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB, во время или после гибридиза-
ции относительно целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB, до гиб-
ридизации. 

В другом аспекте в настоящем изобретении предложены способы количественного определения ин-
теграции трансгена в CAR T-клетку, включающие: 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером CAR, содержащим нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и со вторым праймером CAR, содержащим нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые ки-
слоты CAR; амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером референсного 
гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые 
кислоты референсного гена; обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми 
кислотами CAR и зондом CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посред-
ством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и количественное определение числа копий трансгена путем 
сравнения целевого сигнала с референсным сигналом. 

В другом аспекте в настоящем изобретении предложены способы получения CAR T-клетки, вклю-
чающие: 

интродукцию трансгена CAR в T-клетку для получения T-клетки с интегрированным трансгеном; 
определение интеграции трансгена CAR, включающее: 
амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки с интегрированным трансгеном с первым прайме-

ром CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, 
содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифициро-
ванные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки с интегрированным трансгеном с первым прайме-
ром референсного гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифициро-
ванные нуклеиновые кислоты референсного гена; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
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связанной с зондом референсного гена; и 
количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-

ным сигналом; и 
получение CAR T-клетки, содержащей по меньшей мере одну копию интегрированного трансгена 

CAR. 
В аспектах настоящего изобретения также предложены CAR T-клетки, полученные с использовани-

ем способов, описанных в настоящем документе. 
Термин "референсный ген" относится к внутреннему контролю реакции с последовательностями, 

отличными от целевого гена. Для того чтобы ген рассматривался как референсный, он должен соответст-
вовать нескольким важным критериям (Chervoneva I, Li Y, Schulz S, Croker S, Wilson C, Waldman SA, 
Hyslop T. Selection of optimal reference genes for normalization in quantitative RT-PCR. BMC Bioinforma. 
2010; 11:253. doi: 10.1186/1471-2105-11-253.). Наиболее важно то, что на его уровень экспрессии не 
должны влиять экспериментальные факторы. Кроме того, он должен демонстрировать минимальную 
вариабельность своей экспрессии в тканях и при различных физиологических состояниях организма. 
Желательно выбирать референсный ген с пороговым циклом, который близок к интересующему гену. 
Референсный ген должен демонстрировать вариабельность, связанную с несовершенствами применяе-
мой технологии и подготовительных процедур - гарантируя тем самым, что любое изменение в количе-
стве генетического материала будет в одинаковой степени влиять на объект исследования и контроль. К 
примерам "референсных генов", которые соответствуют перечисленным выше критериям, относятся ос-
новные гены метаболизма, называемые генами жизненно важных функций, которые по определению 
задействованы в процессах, важных для выживаемости клеток. Гены жизненно важных функций, подхо-
дящие для использования в качестве референсных генов, должны также экспрессироваться на стабиль-
ном и нерегулируемом постоянном уровне (Thellin O, Zorzi W, Lakaye B, De Borman B, Coumans B, Hen-
nen G, Grisar T, Igout A, Heinen E. Housekeeping genes as internal standards: Use and limits. J Biotechnol. 
1999; 75:291-295. doi: 10.1016/S0168-1656(99)00163-7). К генам жизненно важных функций, которые 
можно использовать в качестве "референсных генов" в способах, наборах и праймерах/зондах настояще-
го изобретения, без ограничений относятся LDHA, NONO, PGK1, PPIH, C1orf43, CHMP2A, EMC7, GPI, 
PSMB2, PSMB4, RAB7A, REEP5, SNRPD3, VCP и VPS29. 

В другом аспекте в изобретении предложены способы количественного определения интеграции 
трансгена в T-клетку с химерным антигенным рецептором (CAR), включающие: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, вторым 
праймером CAR, первым праймером референсного гена и вторым праймером референсного гена, причем 
первый праймер CAR содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, а второй праймер 
CAR содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12; 

амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот первого референсного гена с первым праймером референсного 
гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые 
кислоты референсного гена; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

В некоторых вариантах осуществления обнаружение гибридизации между амплифицированными 
нуклеиновыми кислотами CAR и зондом CAR включает обнаружение изменения целевого сигнала от по 
меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во время или после гибридизации относительно 
целевого сигнала от метки, связанной с зондом CAR, до гибридизации. В некоторых вариантах осущест-
вления обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот рефе-
ренсного гена и зондом референсного гена включает обнаружение изменения целевого сигнала от по 
меньшей мере одной метки, связанной с зондом референсного гена, во время или после гибридизации 
относительно целевого сигнала от метки, связанной с зондом референсного гена, до гибридизации. В 
некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна метка, связанная с зондом референсного ге-
на, содержит флуорофор. 

В некоторых вариантах осуществления стадии обнаружения гибридизации могут быть выполнены с 
использованием традиционных методик молекулярной биологии, известных специалистам в данной об-
ласти, таких как, без ограничений, гель-электрофорез, Саузерн-блоттинг и/или т.п. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна из стадий амплификации включает 
полимеразную цепную реакцию (ПЦР), например ПЦР в реальном времени, полимеразную цепную реак-



046825 

- 21 - 

цию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой в 
реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном времени), лигазную цепную реакцию (ЛЦР) или транскрипцион-
но опосредованную амплификацию (TMA). 

ПЦР хорошо известна специалистам в данной области. Этот метод широко используется в молеку-
лярной биологии для получения множества копий определенного сегмента ДНК. С помощью ПЦР про-
исходит экспоненциальная амплификация одной копии (или более) последовательности ДНК, чтобы по-
лучить от тысяч до миллионов дополнительных копий данного конкретного сегмента ДНК. В основе 
большинства методов ПЦР лежит термоциклирование. При термоциклировании реагенты проходят по-
вторяющиеся циклы нагрева и охлаждения для проведения различных зависимых от температуры реак-
ций - плавления ДНК и ферментативной репликации ДНК. В ПЦР используются два основных реагента - 
праймеры (короткие одноцепочечные нуклеотидные фрагменты, известные как олигонуклеотиды с по-
следовательностью, комплементарной целевому участку ДНК) и ДНК-полимераза. На первой стадии 
ПЦР в процессе плавления ДНК при высокой температуре происходит физическое разделение двух це-
почек двойной спирали ДНК. На второй стадии температуру понижают, и праймеры связываются с ком-
плементарными последовательностями ДНК. Затем две цепочки ДНК становятся матрицами для ДНК-
полимеразы для ферментативной сборки новой цепочки ДНК из свободных нуклеотидов, присутствую-
щих в реакционной смеси. По мере продолжения ПЦР саму полученную ДНК используют в качестве 
матрицы для репликации, таким образом, происходит экспоненциальная амплификация матрицы исход-
ной ДНК. Как правило, в сферах, требующих применения ПЦР, используют термостабильную ДНК-
полимеразу, например Taq-полимеразу - фермент, первоначально выделенный из термофильной бакте-
рии Thermus aquaticus. 

Количественная ПЦР или ПЦР в реальном времени (кПЦР), как известно специалистам в данной 
области, позволяет оценить количество конкретной последовательности, присутствующей в образце - 
методика, часто применяемая для количественного определения уровней экспрессии гена. Количествен-
ная ПЦР является апробированным инструментом для количественного определения ДНК, которое из-
меряет накопление продукта ДНК после каждого цикла амплификации ПЦР. кПЦР обеспечивает количе-
ственное определение и обнаружение определенной последовательности ДНК в реальном времени, по-
скольку измеряет концентрацию в процессе синтеза. 

Полимеразная цепная реакция с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), как известно специалистам в 
данной области, представляет собой лабораторную методику, объединяющую обратную транскрипцию 
РНК в ДНК (комплементарную ДНК или кДНК) и амплификацию конкретных целевых ДНК с помощью 
ПЦР. Ее обычно используют для измерения количества конкретной РНК. Этого достигают посредством 
мониторинга реакции амплификации по флуоресценции с использованием методики, называемой ПЦР в 
реальном времени или количественной ПЦР (кПЦР). Комбинацию ОТ-ПЦР и кПЦР традиционно ис-
пользуют для анализа экспрессии гена и количественного определения РНК. 

Как известно специалистам в данной области, лигазная цепная реакция (ЛЦР) является одним из 
методов амплификации ДНК. Лигазная цепная реакция (ЛЦР) представляет собой процесс амплифика-
ции, который отличается от ПЦР тем, что использует термостабильную лигазу для связывания вместе 
двух зондов или других молекул, которые затем могут быть амплифицированы с помощью стандартных 
циклов ПЦР. 

Транскрипционно опосредованная амплификация (TMA), как известно специалистам в данной об-
ласти, представляет собой изотермическую систему амплификации нуклеиновой кислоты в одной пробе, 
где используются два фермента - РНК-полимераза и обратная транскриптаза. В отличие от ПЦР и ЛЦР 
метод TMA включает транскрипцию РНК (с применением РНК-полимеразы) и синтез ДНК (с примене-
нием обратной транскриптазы), чтобы получить ампликон РНК (исходное соединение или продукт ам-
плификации) из целевой нуклеиновой кислоты. 

В некоторых вариантах осуществления в способах, представленных в настоящем описании, исполь-
зуются другие методы количественной ПЦР, известные специалистам в области, такие как, без ограни-
чений, цифровая ПЦР (цПЦР). 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна метка, связанная с зондом CAR, со-
держит флуорофор. В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна метка, связанная с 
зондом hALB, содержит флуорофор. При использовании в настоящем документе термин "флуорофор" 
относится к любому флуоресцентному соединению или белку, которые могут быть использованы для 
количественного определения и обнаружения нуклеотидных последовательностей, с которыми гибриди-
зируются зонды. 

Настоящее описание также относится к праймерам, которые способны к гибридизации с нуклеино-
вой кислотой CAR и ее амплификации, например с нуклеотидной последовательностью, охватывающей 
сшивку CD137/CD3z конструкта CAR. Описанные праймеры могут быть использованы в способах, опи-
санных в настоящем документе. В некоторых вариантах осуществления длина этих праймеров составля-
ет от около 20 до около 40 нуклеотидов, и они способны к гибридизации в высокожестких условиях с 
нуклеотидной последовательностью CAR, приведенной ниже в любой из SEQ ID NO: 175-197, 202-205, 
218-227, 239, 261-264 и 271-276 из публикации международной заявки на патент № WO2017/025038 A1. 



046825 

- 22 - 

В некоторых вариантах осуществления эти праймеры содержат нуклеотидную последовательность, ко-
торая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последовательности, которая приведена 
ниже в SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 17 или 
SEQ ID NO: 20. В некоторых вариантах осуществления эти праймеры дополнительно содержат нуклео-
тидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной последо-
вательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 12, SEQ 
ID NO: 15, SEQ ID NO: 18 или SEQ ID NO: 21. 

Настоящее описание также относится к зондам, которые способны к гибридизации с различными 
нуклеотидными последовательностями CAR и их дискриминации, например с различными нуклеотид-
ными последовательностями, охватывающими сшивку CD137/CD3z конструкта CAR. Описанные зонды 
могут быть использованы в способах, описанных в настоящем документе. В некоторых вариантах осу-
ществления длина этих зондов составляет от около 20 до около 40 нуклеотидов, и они способны к гибри-
дизации в высокожестких условиях с нуклеотидной последовательностью CAR, приведенной ниже в лю-
бой из SEQ ID NO: 175-197, 202-205, 218-227, 239, 261-264 и 271-276 из публикации международной за-
явки на патент PCT № WO2017/025038 A1. В некоторых вариантах осуществления эти зонды содержат 
нуклеотидную последовательность, которая на по меньшей мере около 95% идентична нуклеотидной 
последовательности, которая приведена ниже в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 
10, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 16 или SEQ ID NO: 19. 

В одном аспекте в изобретении предложены наборы зондов и праймеров, содержащие зонд, содер-
жащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, и по меньшей мере одну метку, связанную с 
зондом; первый праймер CAR, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11; и второй 
праймер CAR, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12. В одном варианте осуще-
ствления наборы зондов и праймеров дополнительно содержат зонд hALB, содержащий нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 22, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый прай-
мер hALB, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23; и второй праймер hALB, со-
держащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 24. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна метка содержит радиоактивный изо-
топ, субстрат фермента, хемилюминесцентный агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, фермент, 
химическое соединение или их комбинацию. В некоторых вариантах осуществления люминесценция 
меток может быть вызвана за счет использования фотохимических, химических и электрохимических 
средств. 

В настоящем изобретении также предложены наборы для количественного определения интеграции 
трансгена в CAR T-клетку. Используемый в настоящем документе термин "набор" относится к комбина-
ции реагентов и других материалов. Предполагается, что набор может включать в себя реагенты, такие 
как буферные вещества, стабилизирующие белок реагенты, системы генерации сигнала (например, сис-
темы генерации сигнала флуоресценции), антитела, контрольные белки, а также контейнеры для прове-
дения тестирования (например, планшеты для микротитрования и т.д.). Предполагается, что термин "на-
бор" не будет ограничен конкретной комбинацией реагентов и/или других материалов. В одном варианте 
осуществления набор дополнительно содержит инструкции по применению реагентов. Набор может 
быть упакован любым приемлемым образом, как правило, с компонентами в одном контейнере или в 
различных контейнерах, если необходимо, вместе с листом инструкций по проведению теста. В некото-
рых вариантах осуществления наборы также включают в себя образец положительного контроля. Набо-
ры могут быть произведены различными способами, известными специалистам в данной области. 

В одном аспекте наборы для количественного определения интеграции трансгена в CAR T-клетку 
содержат: зонд, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, и по меньшей мере одну 
метку, связанную с зондом; первый праймер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO: 11; и второй праймер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12. В одном ва-
рианте осуществления наборы дополнительно содержат зонд hALB, содержащий нуклеотидную после-
довательность SEQ ID NO: 22, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый праймер 
hALB, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23; и второй праймер hALB, содер-
жащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 24. 

В некоторых вариантах осуществления наборов изобретения по меньшей мере одна метка, связан-
ная с зондом, содержит радиоактивный изотоп, субстрат фермента, хемилюминесцентный агент, флуо-
рофор, тушитель флуоресценции, фермент, химическое соединение или их комбинацию. 

В одном варианте осуществления наборы изобретения содержат матрицу, которая содержит зонд. В 
некоторых вариантах осуществления изобретения матрица представляет собой многолуночный планшет. 

В определенных вариантах осуществления по меньшей мере одна метка, связанная с зондом hALB, 
содержит радиоактивный изотоп, субстрат фермента, хемилюминесцентный агент, флуорофор, тушитель 
флуоресценции, фермент, химическое соединение или их комбинацию. 

При использовании в аспектах, описанных в изобретении, термин "метка" относится к функцио-
нальной группе, которая способна формировать регистрируемый сигнал, т.е., сигнал, который может 
быть обнаружен в незначительной степени с помощью средств обнаружения, которые генерируют сиг-
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нал. К примерам таких приемлемых средств относятся спектроскопические или фотохимические средст-
ва, например флуоресценция или люминесценция, или биохимические, иммунохимические или химиче-
ские средства, такие как изменения в физических, биохимических, иммунохимических или химических 
свойств при контакте с регистрирующим аналитическим соединением или при реакции с полипептидом 
или смесью полипептид/фермент с образованием обнаруживаемого комплекса. Таким образом, при ис-
пользовании в настоящем документе термин "метка" подразумевает включение как функциональных 
групп, которые могут быть обнаружены непосредственно, таких как радиоизотопы или флуорохромы, 
так и реакционноспособных функциональных групп, которые обнаруживаются опосредованно в ходе 
реакции, в которой образуется регистрируемый продукт, таких как ферменты, которые реагируют с суб-
стратом с образованием продукта, обнаруживаемого спектрофотометрически. Отмечается, что реагент 
метки может содержать функциональную группу радиоактивной метки, такую как радиоизотоп. В одном 
варианте осуществления зонд гибридизации настоящего документа содержит нерадиоактивную метку, 
чтобы предотвратить осложнения, связанные с анализом радиоактивности. 

Для применения схем обнаружения метки в способах и наборах, описанных в изобретении, в нук-
леотидные основания вводят метки посредством ковалентного связывания соединения, чтобы сформиро-
вать сигнал флуоресценции или хемилюминесценции после введения dNTP в удлиненный прай-
мер/матрицу ДНК. К примерам флуоресцентных соединений для введения метки в dNTP без ограниче-
ний относятся флуоресцеин, родамин и BODIPY (4,4-дифтор-4-бор-3a,4a-диаза-s-индацен). См. "Hand-
book of Molecular Probes and Fluorescent Chemicals", предлагаемую Molecular Probes, Inc. (г. Юджин, штат 
Орегон). Примеры хемилюминесцентных соединений, которые могут быть использованы, включают, без 
ограничений, люминол и диоксетаноны (см. Gundennan and McCapra, "Chemiluminescence in Organic 
Chemistry", Springer-Verlag, Berlin Heidleberg, 1987). 

Флуоресцентно или хемилюминесцентно меченные dNTP добавляют по отдельности к системе мат-
рицы ДНК, содержащей матрицу ДНК после отжига с праймером, ДНК-полимеразу, в соответствующей 
буферной среде. По истечении времени реакции избыток dNTP удаляют, и систему зондируют, чтобы 
убедиться во включении нуклеотида с флуоресцентной или хемилюминесцентной меткой в матрицу 
ДНК. Обнаружение включенного нуклеотида может быть осуществлено с помощью различных способов, 
которые могут зависеть от вида использованной метки. 

Для флуоресцентно-меченных dNTP систему матрицы ДНК можно облучать оптическим излучени-
ем с длиной волны, которую активно поглощает метка. Флуоресценцию метки обнаруживают с исполь-
зованием, например, фотодетектора с оптическим фильтром, который отсекает любой рассеянный свет 
на длине волны возбуждения. 

В дополнительном варианте осуществления, в котором в наборах и способах, описанных в настоя-
щем документе, использовано флуоресцентное обнаружение, флуоресцентная метка связывается с dNTP 
посредством фоторасщепляемого или химически расщепляемого линкера, и метка отщепляется после 
реакции удлинения и удаляется из системы матрицы в кювету обнаружения, где наличие и количество 
такой метки определяют по оптическому возбуждению на соответствующей длине волны с обнаружени-
ем флуоресценции. В этом варианте осуществления сведена к минимуму вероятность тушения флуорес-
ценции из-за наличия множества флуоресцентных меток в непосредственной близости друг от друга на 
цепочке праймера, которая достраивается комплементарно участку повторов по одному основанию в 
матрице, и появляется возможность оптимизировать точность определения числа повторов. Кроме того, 
возбуждение флуоресценции в отдельной кювете сводит к минимуму возможность фотолитического по-
вреждения системы праймера/матрицы ДНК. 

В одном варианте осуществления зонд содержит метку 5' 6-FAM (флуоресцеин). 6-AM является 
единственным изомерным производным флуоресцеина. FAM представляет собой флуоресцентный кра-
ситель, связанный с олигонуклеотидами, и совместим с большинством оборудования для обнаружения 
флуоресценции. При pH ниже 7 он протонируется и демонстрирует пониженную интенсивность флу ес-
ценции; как правило, его используют в диапазоне pH 7,5-8,5. FAM может связываться с 5'- или 3'-
концами олигонуклеотидов. 

В одном варианте осуществления зонд содержит метку 5'HEX (гексахлорофлуоресцеин). Гекса-
хлорофлуоресцеин является химически родственным соединением флуоресцеина, которое используют 
для мультиплексных анализов с FAM HEX может связываться только с 5'-концом олигонуклеотида. 

В настоящем описании также рассматривается применение любых других меток, известных спе-
циалистам в области, которые могут быть использованы для введения метки зондов, как описано в на-
стоящем документе, например, без ограничений, VIC, TET, JOE, NED, PET, ROX, TAMRA, 
JET, Texas Red, ATTO 532, Cy3, Tye 563, Tye 665, TEX 615, Cy5, ZEN, Iowa Black FQ, 
Iowa Black RQ, DABYCL и Yakima Yellow. 

В одном варианте осуществления зонд содержит метку тушителя флуоресценции. Метка тушителя 
может быть использована в качестве двойного тушителя в реакциях, описанных в настоящем документе. 
В одном варианте осуществления зонд содержит тушитель Iowa Black FQ. Iowa Black FQ обладает 
широким спектром поглощения в диапазоне от 420 до 620 нм с пиковым поглощением при 531 нм. Ту-
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шитель используют с флуоресцеином и другими флуоресцентными красителями с испусканием в спек-
тральном диапазоне от зеленого до розового. В настоящем описании рассматривается использование 
любых меток флуоресцентного тушителя, известных специалистам в данной области, таких как, напри-
мер, без ограничений, ZEN, Black Hole Quencher (BHQ-1, BHQ-2, BHQ-3 и т.д.). 

Методы и наборы трансгенной кПЦР, описанные в настоящем изобретении, включают анализ с по-
мощью мультиплексной количественной полимеразной цепной реакции (количественная ПЦР), предна-
значенный для количественного определения трансгенной плазмиды BCMA CAR, интегрированной в 
лекарственный препарат CAR T. Существуют две целевых молекулы, амплифицируемые в рамках данно-
го метода кПЦР: (1) трансгенная плазмида BCMA CAR (трансген) и (2) референсный ген человеческого 
альбумина (hALB). Набор праймеров и зондов для трансгенных мишеней амплифицирует сшивку между 
участками CD137 и CD3z плазмиды, чтобы обеспечить обнаружение исключительно трансгенной плаз-
миды BCMA CAR, присутствующей в лекарственном препарате CAR T и интегрированной в него. Ре-
зультаты числа копий референсного гена hALB используют для расчетов представляемого результата 
числа копий вектора (VCN) на клетку для каждого образца, тестированного в ходе реакции кПЦР. 

Ниже приведено описание примеров осуществления. 
Вариант 1 осуществления. Набор зондов и праймеров, содержащий: зонд, содержащий нуклеотид-

ную последовательность SEQ ID NO: 10, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый 
праймер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11; и второй праймер, содержа-
щий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12. 

Вариант 2 осуществления. Набор зондов и праймеров по варианту осуществления 1, в котором по 
меньшей мере одна метка содержит радиоактивный изотоп, субстрат фермента, хемилюминесцентный 
агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, фермент, химическое соединение или их комбинацию. 

Вариант 3 осуществления. Набор для количественного определения интеграции трансгена в T-
клетку с химерными антигенными рецепторами (CAR), содержащий: зонд, содержащий нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 10, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый прай-
мер, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11; и второй праймер, содержащий 
нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12. 

Вариант 4 осуществления. Набор по варианту 3 осуществления, в котором по меньшей мере одна 
метка, связанная с зондом, содержит радиоактивный изотоп, субстрат фермента, хемилюминесцентный 
агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, фермент, химическое соединение или их комбинацию. 

Вариант 5 осуществления. Набор по варианту 3 осуществления, содержащий матрицу, содержащую 
зонд. 

Вариант 6 осуществления. Набор по варианту 5 осуществления, в котором матрица представляет 
собой многолуночный планшет. 

Вариант 7 осуществления. Набор по варианту 3 осуществления, дополнительно содержащий зонд 
человеческого альбумина (hALB), содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22, и по 
меньшей мере одну метку, связанную с зондом hALB, первый праймер hALB, содержащий нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 23, и второй праймер hALB, содержащий нуклеотидную последо-
вательность SEQ ID NO: 24. 

Вариант 8 осуществления. Набор по варианту 7 осуществления, в котором по меньшей мере одна 
метка, связанная с зондом hALB, содержит радиоактивный изотоп, субстрат фермента, хемилюминес-
центный агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, фермент, химическое соединение или их комби-
нацию. 

Вариант 9 осуществления. Набор по варианту 3 осуществления, дополнительно содержащий зонд 
референсного гена и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом референсного гена, первый прай-
мер референсного гена и второй праймер референсного гена. 

Вариант 10 осуществления. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку 
с химерным антигенным рецептором (CAR), включающий: 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером CAR, содержащим нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты 
CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером hALB, содержащим 
нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23, и вторым праймером hALB, содержащим нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 24, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые ки-
слоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22, посредством референсного 
сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB; и 
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количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

Вариант 11 осуществления. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку 
с химерным антигенным рецептором (CAR), включающий: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, вторым 
праймером CAR, первым праймером hALB и вторым праймером hALB, причем первый праймер CAR 
содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, второй праймер CAR содержит нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 12, первый праймер hALB содержит нуклеотидную последователь-
ность SEQ ID NO: 23, второй праймер hALB содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 
24; амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, 
таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

Вариант 12 осуществления. Способ по варианту 10 или 11 осуществления, в котором обнаружение 
гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом CAR включает 
обнаружение изменения целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во 
время или после гибридизации относительно целевого сигнала от метки, связанной с зондом CAR, до 
гибридизации. 

Вариант 13 осуществления. Способ по варианту 10 или 11 осуществления, в котором обнаружение 
гибридизации между амплифицированными молекулами нуклеиновых кислот hALB и зондом hALB 
включает обнаружение изменения целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зон-
дом hALB, во время или после гибридизации относительно целевого сигнала от метки, связанной с зон-
дом hALB, до гибридизации. 

Вариант 14 осуществления. Способ по варианту 10 или 11 осуществления, в котором амплификация 
включает полимеразную цепную реакцию (ПЦР). 

Вариант 15 осуществления. Способ по варианту 14 осуществления, в котором ПЦР представляет 
собой ПЦР в реальном времени, полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), 
полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой в реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном 
времени), лигазную цепную реакцию (ЛЦР) или транскрипционно опосредованную амплификацию 
(TMA). 

Вариант 16 осуществления. Способ по варианту 10 осуществления, в котором по меньшей мере од-
на метка, связанная с зондом CAR, содержит флуорофор. 

Вариант 17 осуществления. Способ по варианту 10 осуществления, в котором по меньшей мере од-
на метка, связанная с зондом hALB, содержит флуорофор. 

Вариант 18 осуществления. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку 
с химерным антигенным рецептором (CAR), включающий: 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером CAR, содержащим нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты 
CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером референсного гена и 
вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кисло-
ты референсного гена; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и количественное определение числа копий трансгена путем 
сравнения целевого сигнала с референсным сигналом. 

Вариант 19 осуществления. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку 
с химерным антигенным рецептором (CAR), включающий: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, вторым 
праймером CAR, первым праймером референсного гена и вторым праймером референсного гена, причем 
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первый праймер CAR содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, второй праймер CAR 
содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12; 

амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот первого референсного гена с первым праймером референсного 
гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые 
кислоты референсного гена; обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми 
кислотами CAR и зондом CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посред-
ством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

Вариант 20 осуществления. Способ по варианту 18 или 19 осуществления, в котором обнаружение 
гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом CAR включает 
обнаружение изменения целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во 
время или после гибридизации относительно целевого сигнала от метки, связанной с зондом CAR, до 
гибридизации. 

Вариант 21 осуществления. Способ по варианту 18 или 19 осуществления, в котором обнаружение 
гибридизации между молекулами амплифицированных нуклеиновых кислот референсного гена и зондом 
референсного гена включает обнаружение изменения целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена, во время или после гибридизации относительно целевого сигнала 
от метки, связанной с зондом референсного гена, до гибридизации. 

Вариант 22 осуществления. Способ по варианту 18 или 19 осуществления, в котором амплификация 
включает полимеразную цепную реакцию (ПЦР). 

Вариант 23 осуществления. Способ по варианту 22 осуществления, в котором ПЦР представляет 
собой ПЦР в реальном времени, полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), 
полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой в реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном 
времени), лигазную цепную реакцию (ЛЦР) или транскрипционно опосредованную амплификацию 
(TMA). 

Вариант 24 осуществления. Способ по варианту 18 осуществления, в котором по меньшей мере од-
на метка, связанная с зондом CAR, содержит флуорофор. 

Вариант 25 осуществления. Способ по варианту 18 осуществления, в котором по меньшей мере од-
на метка, связанная с зондом референсного гена, содержит флуорофор. 

Вариант 26 осуществления. Способ получения T-клетки с химерным антигенным рецептором 
(CAR), включающий интродукцию трансгена CAR в T-клетку для получения T-клетки с интегрирован-
ным трансгеном; 

определение интеграции трансгена CAR, включающее: 
амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки с интегрированным трансгеном с первым прайме-

ром CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, 
содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифициро-
ванные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки с интегрированным трансгеном с первым прайме-
ром референсного гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифициро-
ванные нуклеиновые кислоты референсного гена; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом; и 

получение CAR T-клетки, содержащей по меньшей мере одну копию интегрированного трансгена 
CAR. 

Вариант 27 осуществления. Способ по варианту 26 осуществления, в котором обнаружение гибри-
дизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом CAR включает обнару-
жение изменения целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во время 
или после гибридизации относительно целевого сигнала от метки, связанной с зондом CAR, до гибриди-
зации. 

Вариант 28 осуществления. Способ по варианту 26 осуществления, в котором обнаружение гибри-
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дизации между амплифицированными молекулами нуклеиновых кислот референсного гена и зондом 
референсного гена включает обнаружение изменения целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена, во время или после гибридизации относительно целевого сигнала 
от метки, связанной с зондом референсного гена, до гибридизации. 

Вариант 29 осуществления. Способ по варианту 26 осуществления, в котором амплификация вклю-
чает полимеразную цепную реакцию (ПЦР). 

Вариант 30 осуществления. Способ по варианту 29 осуществления, в котором ПЦР представляет 
собой ПЦР в реальном времени, полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), 
полимеразную цепную реакцию с обратной транскриптазой в реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном 
времени), лигазную цепную реакцию (ЛЦР) или транскрипционно опосредованную амплификацию 
(TMA). 

Вариант 31 осуществления. Способ по варианту 26 осуществления, в котором по меньшей мере од-
на метка, связанная с зондом CAR, содержит флуорофор. 

Вариант 32 осуществления. Способ по варианту 26 осуществления, в котором по меньшей мере од-
на метка, связанная с зондом референсного гена, содержит флуорофор. 

Вариант 33 осуществления. CAR T-клетка, полученная способом по любому из вариантов 26-32 
осуществления. 

Представленные ниже примеры приведены для дополнительного описания некоторых из описанных 
в настоящем документе вариантов осуществления. Примеры призваны проиллюстрировать, но не огра-
ничить описанные варианты осуществления. 

Пример 1. Разработка метода трансгенной кпцр. 
Общий обзор метода. 
Описанный пример метода трансгенной кПЦР представляет собой мультиплексную количествен-

ную полимеразную цепную реакцию (кПЦР), предназначенную для количественного определения транс-
генной плазмиды BCMA CAR (в примерах называемой "плазмидой pLLV-LICAR2SIN"), интегрирован-
ной в лекарственный препарат CAR T. В данном методе кПЦР проводят амплификацию следующего: (1) 
трансгенная плазмида pLLV-LICAR2SIN (трансген) (трансген с нуклеотидной последовательностью, 
содержащей любую из SEQ ID NO: 175-197, 202-205, 218-227, 239, 261-264 и 271-276 из публикации ме-
ждународной заявки на патент PCT № WO2017/025038 A1) и (2) референсный ген человеческого альбу-
мина (hALB). Набор праймеров и зондов для трансгенных мишеней амплифицирует сшивку между уча-
стками CD137 и CD3z плазмиды, чтобы обеспечить обнаружение исключительно трансгенной плазмиды 
pLLV-LICAR2SIN, присутствующей в лекарственном препарате CAR T и интегрированной в него. Ре-
зультаты числа копий референсного гена hALB используют для расчетов представляемого результата 
числа копий вектора (VCN) на клетку для каждого образца, тестированного в ходе реакции кПЦР. Ре-
зультаты для образца VNC/клетка после применения метода трансгенной кПЦР приведены для контроля 
безопасности, чистоты и идентичности образцов лекарственного препарата CART. 

Построение трансгенных праймеров и зондов. 
Трансгенная плазмида BCMA CAR, называемая "плазмидой pLLV-LICAR2SIN", представляет со-

бой плазмиду из 8518 пар нуклеотидов (п.н.), содержащую последовательности, кодирующие множество 
различных компонентов химерного антигенного рецептора (CAR) антигена созревания B-клеток 
(BCMA). Целевой трансген кПЦР был необходим только для того, чтобы обнаруживать присутствие 
плазмиды pLLV-LICAR2SIN и ее интеграцию в лекарственный препарат CAR T, а также то, что целевой 
участок должен принадлежать исключительно конструкту BCMA CAR. Для обеспечения специфичности 
целевого трансгена кПЦР были сконструированы пары праймеров и зондов, нацеленные на по меньшей 
мере одну сшивку между по меньшей мере двумя участками плазмиды pLLV-LICAR2SIN, кодирующими 
конструкт CAR. Во-первых, необходимо было идентифицировать подходящие участки в плазмиде pLLV-
LICAR2SIN. 

Наибольшие по длине в парах нуклеотидов (п.н.) кодирующие участки, которые интегрируются в 
геном лекарственного препарата CAR T и специфичны для конструкта CAR, принадлежат двум вариа-
бельным участкам тяжелой цепи конструкта BCMA CAR. Такие два участка разделены короткой лин-
керной последовательностью. Участок нуклеотидной последовательности, соответствующий двум ва-
риабельным участкам тяжелой цепи, и линкер вводили в программу Nucleotide Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST) на сайте Национального центра биотехнологической информации (NCBI) 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), чтобы определить, могут ли эти участки быть подходящими целя-
ми для метода трансгенной кПЦР. Однако результаты BLAST указывали на множество совпадений для 
различных вариабельных участков иммуноглобулина среди многих видов, включая homo sapiens. Поэто-
му кодирующие участки для двух вариабельных компонентов тяжелой цепи CAR были определены как 
неподходящие мишени для метода трансгенной кПЦР. 

Сшивка между участками CD137 и CD3z плазмиды pLLV-LICAR2SIN включена в участок плазми-
ды, который интегрирован в геном лекарственного препарата CAR T, и является компонентом BCMA 
CAR. По своей длине кодирующий участок CD3z плазмиды pLLV-LICAR2SIN является второй по длине 
в п.н. кодирующим участком сегмента CAR плазмиды, что делает его более подходящим целевым участ-
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ком благодаря возможности использования большего числа потенциально подходящих пар праймеров и 
зондов, которые могут быть получены из большого кодирующего участка. Кодирующий участок CD3z 
является непосредственно смежной с кодирующим участком CD137 плазмиды. На противоположной 
стороне кодирующего участка CD137 находятся каркасные последовательности плазмиды, которые не 
являются специфичными для конструкта BCMA CAR. Поэтому сшивка между CD137 и CD3z была един-
ственным возможным вариантом, подходящим в качестве цели, если предполагалось включать большой 
кодирующий участок CD3z в праймеры и зонды при конструировании. 

Для конструирования подходящих пар праймеров и зондов для тестирования в ходе разработки ме-
тода кПЦР использовали PrimerQuest Tool от Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT) (г. Коралвилл, 
штат Айова)(https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index). Нуклеотидную последовательность плаз-
миды pLLV-LICAR2SIN, соответствующую кодирующим участкам CD137 и CD3z, вводили в Primer-
Quest Tool. Оптимальную температуру плавления (Tm) задавали равной 60°C, и нуклеотиды, соответст-
вующие сшивке между CD137 и CD3z, вводили в "Overlap Junction List", чтобы гарантировать, что и 
прямой, и обратный праймеры будут перекрывать эту сшивку. Результатом стали четыре пары прайме-
ров и зондов (см. табл. 1). Две пары имели прямой праймер, охватывающий сшивку CD137/CD3z, и две 
пары имели обратный праймер, охватывающий сшивку. Затем корректировали параметры конструирова-
ния для ограничения структуры зонда так, чтобы он охватывал сшивку CD137/CD3z. В результате полу-
чали три дополнительных пары праймеров и зондов (см. табл. 1) - всего семь пар праймеров и зондов, 
подходящих для тестирования в ходе разработки метода кПЦР. Все 7 пар праймеров/зондов обрабатыва-
ли на сайте NCBI BLAST для проверки возможной перекрестной реактивности в геноме человека. Ни 
один из результатов применения BLAST для любой из 7 пар не указывал на возможность перекрестной 
реактивности. 

Таблица 1 
Пары праймеров и зондов, нацеленные на сшивку CD137/CD3z 

 
Примечание. FP = прямой праймер охватывает сшивку; RP = обратный праймер охватывает сшив-

ку; PRB = зонд охватывает сшивку. 
Три набора праймеров и зондов hALB использовали для тестирования в ходе разработки метода 

кПЦР (см. табл. 2). Один набор был взят из опубликованной статьи (S Charrier et al. Lentiviral vectors tar-
geting WASp expression to hematopoietic cells, efficiently transduce and correct cells from WAS patients. Gene 
Therapy (2007) 14, 415-428.), второй был взят из способа анализа цифровой ПЦР, проведенного КИО, и в 
конечном счете не использовался, а третий набор был сконструирован с использованием PrimerQuest 
Tool и участка гена hALB, которая была выбрана в качестве целевой как в опубликованной статье, так и 
для наборов праймеров и зондов CCHMC hALB. Все 3 пары праймеров/зондов обрабатывали на сайте 
NCBI BLAST для проверки возможной перекрестной реактивности с любым не относящимся к hALB 
продуктом в геноме человека. Ни один из результатов применения BLAST для любой из 3 пар не указы-
вал на возможность перекрестной реактивности. 
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Таблица 2 
Пары праймеров и зондов hALB 

 
Примечание. Набор 1 = набор hALB CCHMC; Набор 2 = набор hALB из опубликованной статьи; 

Набор 3 = набор hALB собственного конструирования. 
Скрининг праймеров и зондов. 
Проводили скрининг 7 различных наборов трансгенных праймеров и зондов и 3 различных наборов 

праймеров и зондов hALB посредством проведения обычных реакций кПЦР с лекарственным препара-
том CAR T, имитационной ДНК T-клетки в качестве образцов с добавкой плазмиды pLLV-LICAR2SIN и 
имитационной ДНК T-клетки. Имитационную ДНК T-клетки изолировали из T-клеток, которые прохо-
дили такой же процесс селекции и амплификации, как и продукт CAR T до трансдукциии лентивектором. 
Продукты кПЦР для CAR T-клетки, имитационной T-клетки, имитационной ДНК T-клетки с добавкой 
плазмиды pLLV-LICAR2SIN и продукты кПЦР образца "контроля без матрицы" (NTC) анализировали на 
агарозном геле. Любой набор праймеров/зондов, который не приводил к формированию единственной 
полосы продукта ПЦР ожидаемой длины, исключали из дальнейшей разработки метода трансгенной 
кПЦР. Наличие полосы димера праймера ~25 п.н. также отмечалось во всех продуктах кПЦР, включая 
образец NTC, но эта полоса относится к ожидаемому производному продукту реакции кПЦР. Только 
наборы праймеров/зондов трансген (FP) набор 1 и трансген (RP) набор 2 давали ожидаемую целевую 
полосу, при этом в геле наблюдалось только две полосы <50 п.н. Одна из полос <50 п.н., вероятно, отно-
силась к ожидаемым димерам праймера. Вторую полосу <50 п.н. невозможно четко различить в образце 
NTC, и не удалось определить, что могло быть возможным источником этой дополнительной полосы с 
низким молекулярным весом. На фиг. 1 представлены примеры гель-электрофоретического изображения 
по результатам обычного скринингового анализа праймеров/зонда. Только набор праймеров/зондов 
hALB набор 3 был исключен из дальнейшей разработки метода кПЦР по причине дополнительных не-
ожиданных полос, наблюдавшихся в продуктах кПЦР для CAR T, имитационной T-клетки и имитацион-
ной ДНК T-клетки с добавлением образцов плазмиды. Для всех 3 наборов праймеров/зондов также на-
блюдали две полосы <50 п.н. Одна из полос <50 п.н., вероятно, относилась к ожидаемым димерам прай-
мера. Вторая полоса <50 п.н. не была четко видна в образце NTC, и не удалось определить, что могло 
быть возможным источником этой дополнительной полосы с низким молекулярным весом. Однако в 
условиях этой одинаковой организации полос с низким молекулярным весом, наблюдавшейся также для 
всех наборов праймеров/зондов трансгена, и с учетом того, что оптимизация количества праймеров или 
зонда в реакциях и тестирование различных температур отжига не привели к исчезновению полосы, 
предполагалось, что эта дополнительная полоса является результатом присутствия урацил-ДНК-
гликозилаз (UNG) в основной смеси кПЦР или следствием каких-либо других малозначимых производ-
ных продуктов кПЦР. 

Следующей стадией процесса скрининга наборов праймеров/зондов трансгена был анализ 2 прием-
лемых наборов (FP набор 1 и RP набор 2) в реакциях мультиплексной кПЦР с двумя приемлемыми набо-
рами праймеров/зондов hALB (набор 1 и набор 2) с использованием стандартной кривой. Стандартную 
кривую получали путем добавления к имитационной ДНК T-клетки известной концентрации плазмиды 
pLLV-LICAR2SIN и выполнения пяти 5-кратных последовательных разбавлений этого образца имитаци-
онной T-клетки с добавкой с использованием буфера TE с низким содержанием EDTA в качестве разба-
вителя. Образец для каждой точки стандартной кривой получали и замораживали в виде одноразовых 
аликвот. Оба набора трансгенных праймеров/зондов сначала тестировали с hALB набор 2 в мультип-
лексной кПЦР. Кроме того, анализировали ДНК CAR T и образец имитационной ДНК T-клетки для 
оценки специфичности мультиплексной реакции. Ниже приведены критерии стандартной кривой, кото-
рым, как ожидалось, должны были соответствовать мишени как трансгена, так и hALB, чтобы быть при-
емлемыми для дальнейшей разработки метода трансгенной кПЦР: (1) R2

≥0,98 и (2) эффективность кПЦР 
90-110%. ДНК CAR T должна была демонстрировать измеримую амплификацию для мишеней как транс-
гена, так и hALB, тогда как образец имитационной ДНК T-клетки должен был демонстрировать измери-
мую амплификацию только для мишени hALB и отсутствие амплификации для мишени трансгена, чтобы 
соответствовать требованиям специфичности анализа. 

Мультиплексная реакция трансгена (FP) набор 1 и hALB набор 2 приводит к приемлемым результа-
там по R2 на уровне >0,98 для мишеней как трансгена, так и hALB, но ни одна из стандартных кривых 
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для не приводит к эффективности кПЦР в приемлемом диапазоне. Мультиплексная реакция трансгена 
(RP) набор 2 и hALB набор 2 также продемонстрировал приемлемые результаты по R2 на уровне >0,98 
для мишеней как трансгена, так и hALB. Стандартная кривая трансгена также приводила к эффективно-
сти кПЦР в пределах приемлемого диапазона, но для стандартной кривой hALB это не наблюдалось. 
Мультиплексные реакции трансгена (FP) набор 1/hALB набор 2 и трансгена (RP) набор 2/hALB набор 2 
продемонстрировали приемлемые результаты по специфичности, при этом в образце ДНК CAR T отме-
чается измеримая амплификация для обеих мишеней, и для имитационной ДНК T-клетки измеримая ам-
плификация отмечалась только для мишени hALB, при этом для мишени трансгена амплификация не 
наблюдалась. Продукты мультиплексной кПЦР также анализировали на геле, чтобы выявить наличие 
нецелевых полос при проведении мультиплексной реакции двух наборов праймеров/зондов (см. пример 
изображения гель-электрофореза на фиг. 2). Для любой из мультиплексных реакций в результатах гелей 
не наблюдалось никаких неожиданных полос. Было принято решение провести тест стандартной кривой 
в обычных реакциях, чтобы определить возможность влияния мультиплексности реакции на эффектив-
ность кПЦР. С учетом того, что в мультиплексной реакции в приемлемом диапазоне была только эффек-
тивность реакции трансгена (RP) набор 2, в обычной реакции тестировали только наборы прайме-
ров/зондов трансгена (RP) набор 2 и hALB набор 2. Обычная реакция для трансгена (RP) набор 2 приво-
дила к снижению эффективности кПЦР, которая оказывалась за пределами приемлемого диапазона. 
Обычная реакция для hALB набор 2 приводила к повышению эффективности кПЦР, которая оказывалась 
в пределах приемлемого диапазона. Ни попытки оптимизировать концентрации праймеров/зондов обоих 
целевых наборов олигонуклеотидов, ни использование более высокой температуры отжига не улучшали 
эффективности любой стандартной кривой мишени в мультиплексных реакциях. Затем проводили муль-
типлексные реакции для обоих приемлемых наборов праймеров/зондов трансгена с праймерами/зондами 
hALB набор 1. 

Сначала проводили мультиплексную реакцию трансгена (FP) набор 1 и hALB набор 1 и получали 
R2>0,98 для стандартной кривой только hALB. Для стандартной кривой мишени трансгена R2 составлял 
<0,97. Стандартные кривые мишеней как трансгена, так и hALB демонстрировали эффективность вне 
приемлемого диапазона, и у мишени трансгена наблюдалась меньшая эффективность, чем в случае муль-
типлексной реакции с праймерами/зондами hALB набор 2. Обычная реакция hALB набор 1 демонстри-
ровала R2

≥0,98 и приводила к аналогичной эффективности, которая отмечалась в мультиплексной реак-
ции. Новую стандартную кривую строили по 5 точкам в рамках схемы 4-кратного разбавления и с ис-
пользованием меньшего количества плазмиды pLLV- LICAR2SIN и имитационной ДНК T-клетки в стан-
дарте № 1. Такой подход использовали в рамках попытки повысить эффективности кПЦР за счет воз-
можного разбавления любых потенциальных ингибиторов ПЦР, которые могли присутствовать в исход-
ной имитационной ДНК T-клетки, а также за счет снижения количества имитационной ДНК T-клетки, 
необходимого для получения более крупных партий и стандартов. Как приемлемые наборы прайме-
ров/зондов трансгена, так и набор праймеров/трансгена hALB набор 1 впоследствии тестировали в муль-
типлексных реакциях с использованием этой новой стандартной кривой. Значения R2 и эффективности 
для обеих стандартных кривых как трансгена, так и hALB хорошо укладывались в приемлемый диапазон 
для мультиплексной реакции трансген (FP) набор 1/ hALB набор 1 и мультиплексной реакции трансген 
(RP) набор 2/hALB набор 1 с использованием новой стандартной кривой. Проводили также анализ про-
дуктов мультиплексной реакции кПЦР на геле, чтобы убедиться в отсутствии нецелевых полос (см. фиг. 
3). Во всех мультиплексных реакциях нецелевые полосы отсутствовали. Несмотря на близкие показатели 
эффективности между мультиплексными реакциями двух наборов трансгенных праймеров/зондов, фор-
ма кривых амплификации мишени трансгена для мультиплексной реакции трансгена (RP) набор 2/hALB 
набор 1 была более характерна для типичной сигмоидной кривой с более выраженным верхним плато, 
чем для мультиплексной реакции трансген (FP) набор 1/hALB набор 1 (см. фиг. 4). Поэтому наборы 
праймеров/зондов трансген (RP) набор 2 и hALB набор 1 были выбраны для дальнейшей разработки ме-
тода трансгенной кПЦР. 

Устранение проблем воспроизводимости эффективности. 
Мультиплексную реакцию трансген (RP) набор 2/hALB набор 1 с использованием схемы новой 

стандартной кривой повторяли, чтобы определить воспроизводимость приемлемых результатов для R2 и 
эффективностей. Однако соответствие стандартной кривой для обеих мишеней как трансгена, так и 
hALB для повторного анализа составляло всего лишь 88% и 89% соответственно. Попытка оптимизиро-
вать концентрации праймеров/зондов для обеих мишеней незначительно улучшила эффективность для 
обеих мишеней, но эксперименты с увеличением температуры отжига и применение энхансеров ПЦР 
DMSO, TMAC и бетаина не приводило к таким результатам. В то же время исследовали воспроизводи-
мость результатов по эффективности, и возникал вопрос, можно ли увеличить диапазон VCN/клетка, 
охватываемый стандартной кривой 4-кратного разбавления, чтобы снизить возможный предел количест-
венного определения при анализе. Поэтому проводили мультиплексные реакции с использованием пяти 
замороженных образцов стандартных точек 4-кратного разбавления, а также получали стандартную кри-
вую из пяти точек 5-кратного разбавления замороженного стандарта № 1. Впоследствии в мультиплекс-
ной реакции кПЦР одновременно получали две стандартные кривые. Для стандартной кривой 4-кратного 
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разбавления получали эффективности 94% и 91% для мишеней трансгена и hALB соответственно. Для 
стандартной кривой 5-кратного разбавления получали эффективности 102% и 99% для мишеней транс-
гена и hALB соответственно. Предполагалось, что увеличение эффективности, наблюдавшееся в стан-
дартной кривой 5-кратного разбавления по сравнению с 4-кратным, могло быть следствием повышенной 
варьируемости в нижних точках стандартной кривой в случае, когда такие нижние точки стандартной 
кривой относятся к замороженным образцам, по сравнению с разбавлением замороженного стандарта № 
1, чтобы получить свежие стандарты № 2-5 непосредственно перед получением кривой в ходе анализа. 

Кривые 4-кратного и 5-кратного разбавления повторяли, чтобы убедиться в том, что эффективности 
по-прежнему демонстрировали улучшение для 5-кратной "свежей" стандартной кривой по сравнению с 
точками 4-кратной "замороженной" стандартной кривой. При повторном анализе для стандартной "замо-
роженной" кривой 4-кратного разбавления получали эффективности 94% и 88% для мишеней трансгена 
и hALB соответственно. Для стандартной "свежей" кривой 5-кратного разбавления получали эффектив-
ности 102% и 99% для мишеней трансгена и hALB соответственно. Проводили дополнительные анализы, 
чтобы дополнительно удостовериться в воспроизводимости таких результатов сравнения "заморожен-
ной" и "свежей" стандартных кривых (см. фиг. 5). Было определено, что основная причина проблем ва-
рьируемости, наблюдаемой для эффективностей стандартной кривой, была связана с использованием 
точек "замороженной" стандартной кривой. Поэтому было принято решение готовить только стандарт № 
1 и замораживать его в виде одноразовых аликвот. Такой замороженный стандарт № 1 в дальнейшем 
будет использован для получения свежих стандартов № 2-5 непосредственно перед проведением любого 
анализа. Было также определено, что для расширения диапазона VCN/клетка в анализе в дальнейшем 
будет использована стандартная кривая 5-кратного разбавления. 

Устранение проблем расхождений VCN/клетка при проведении кцПЦР. 
Анализы проводили для сбора данных, а также для приготовления по меньшей мере первых 6 пар-

тий материала. В анализе VCN/клетка использовали мишени участков промотора RU5 каркаса плазмиды 
pLLV-LICAR2SIN [Авторы изобретения: нужна ли дополнительная более подробная информация для 
описания таких участков, или приведенные данные достаточно конкретны для специалиста в данной об-
ласти?]. Метод трансгенной кПЦР призван заменить такой каркасный метод, поскольку существует нор-
мативное требование о том, что для клеточной терапии мишенью анализа VCN/клетка кПЦР должен 
быть трансгенный участок плазмиды CAR. Поэтому требовалось, чтобы результаты метода VCN/клетка 
были сопоставимы с результатами метода трансгенной кПЦР. В методе трансгенной кПЦР тестировали 
геномную ДНК из CAR T и сравнивали с результатами для образца LB_12. Проводили кцПЦР для транс-
генных стандартов и контрольных образцов, чтобы определить точность установленных значений числа 
копий трансгена и hALB. Также проводили кцПЦР образца LB_12 ДНК, чтобы определить истинное зна-
чение VCN/клетка. 

В реакции кцПЦР использовали праймеры/зонды трансгена (RP) набор 2 и hALB набор 1 в основ-
ной смеси BioRad Supermix for Probes для кцПЦР. Использовали условия термоциклирования, рекомен-
дованные в наборе Supermix. В соответствии с рекомендациями для получения наиболее точных резуль-
татов кцПЦР было необходимо ферментативное расщепление ДНК, поэтому к основной смеси добавляли 
EcoRI. Было подтверждено, что EcoRI осуществляет лишь однократное расщепление плазмиды pLLV-
LICAR2SIN и не расщепляет участок амплификации в мишенях трансгена или hALB. Результаты кцПЦР 
подтвердили, что трансгенные стандарты и контрольные образцы для копий трансгена и hALB были вы-
браны верно, но результат для LB_12 был в большей степени сопоставим с результатом для RU5 
VCN/клетка. Было непонятно, почему трансгенные стандарты и контрольные образцы были правильны-
ми, тогда как кцПЦР определила, что результаты для VCN/клетка по результатам кПЦР для LB_12 ока-
зались неточными. Поэтому использовали ферменты, которые расщепляют плазмиду pLLV-LICAR2SIN 
более одного раза, полагая, что меньшие фрагменты ДНК для гДНК LB_12 могут обеспечить более точ-
ные результаты. Опробовали два дополнительных фермента, один с двукратным расщеплением, а второй 
с трехкратным расщеплением, но результаты VCN/клетка в кцПЦР не изменились. Поэтому было прове-
дено ферментативное расщепление нескольких образцов ДНК CAR T и двух трансгенных контрольных 
образцов, остановка реакции и трансгенная кПЦР ДНК вместе с нерасщепленными стандартами, кон-
трольными образцами и образцами CAR T. Результаты VCN/клетка для расщепленных контрольных об-
разцов были в ~3,8 раза выше результатов VCN/клетка для нерасщепленных образцов, тогда как для 
расщепленных образцов CAR T результаты VCN/клетка были в ~1,3 раза ниже результатов для нерасще-
пленных образцов CAR T. Эти результаты поставили под сомнение необходимость линеаризации плаз-
миды pLLV- LICAR2SIN, чтобы получить точные результаты VCN/клетка для образцов. 

Линеаризацию плазмиды pLLV-LICAR2SIN проводили посредством расщепления плазмиды с ис-
пользованием фермента EcoRI. Ферментативное расщепление останавливали и проводили количествен-
ное определение линеаризованной плазмиды. Линеаризованную плазмиду разбавляли до соответствия 
числу копий трансгена в стандартной кривой трансгена 5-кратного разбавления и проводили анализ 
трансгенной кПЦР. Анализ также проводили для ДНК LB_12 CAR T, и рассчитывали данные 
VCN/клетка по результатам для кольцевой (нерасщепленной) и линеаризованной стандартной кривой. 
Значения Ct для точек линеаризованной стандартной кривой были в ~2 раз ниже, чем для точек нерасще-
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пленной стандартной кривой (см. фиг. 6). Кроме того, полученные для LB_12 результаты VCN/клетка, 
рассчитанные из линеаризованной стандартной кривой, были сопоставимы с полученными в кцПРЦ, а 
также с полученными в дополнительном методе RU5 кПЦР, тогда как результаты VCN/клетка, рассчи-
танные по кольцевой (нерасщепленной) стандартной кривой, были в ~4 раз выше. Таким образом, под-
твердилась необходимость в линеаризации плазмиды pLLV-LICAR2SIN, чтобы получить точные резуль-
таты для VCN/клетка. Было получено две партии стандарта и контрольных образцов линеаризованной 
плазмиды, одна крупная партия для использования в качестве партии согласно Правилам производства и 
контроля качества лекарственных средств (GMP) для контроля готовой продукции клинической партии и 
любого другого GMP исследования, и одна меньшая партия для использования при обучении специали-
стов по анализу и в любой не связанной с GMP деятельности. 

Линейность постоянного количества ДНК, присущая образцу. 
Образец ДНК разбавляли до концентрации 0,02 мкг/мл и проводили анализ кПЦР для 5 мкл для 

всего 100 нг ДНК на каждую реакцию. Можно проводить анализ непосредственно для образцов с исход-
ными концентрациями <0,02 мкг/мкл, но приемлемый диапазон для копий hALB должен быть скоррек-
тирован исходя из количества ДНК, вводимого в реакцию. Стандартную кривую получали для начальной 
концентрации имитационной ДНК T-клетки 0,05 мкг/мкл и разбавляли буфером TE с низким содержани-
ем EDTA, чтобы получить стандартную кривую для мишеней как трансгена, так и hALB (см. табл. 3). 
Для обеспечения сохранения линейности анализа в приемлемом диапазоне в случае, если стандартную 
кривую строили при постоянном количестве имитационной гДНК T-клетки, характерном для данного 
образца, получали характеризующую стандартную кривую для имитационной ДНК T-клетки в концен-
трации 0,02 мкг/мкл и с последовательными разбавлениями 0,02 мкг/мкл имитационной ДНК T-клетки 
(см. табл. 4). Эту стандартную кривую впоследствии анализировали одновременно с обычной стандарт-
ной кривой, чтобы убедиться в линейности анализа (см. фиг. 7). Также строили график логарифма на-
блюдаемых копий в зависимости от ожидаемых копий, чтобы удостовериться в том, что измеренные ре-
зультаты числа трансгенных копий для характеризующей стандартной кривой приводили к линейной 
зависимости с R2

≥0,98 (см. фиг. 8). 
Характеризующая стандартная кривая продемонстрировала по-прежнему существующую возмож-

ность точного количественного определения числа трансгенных копий при концентрации ДНК, соответ-
ствующей обычным концентрациям в образце (0,02 мкг/мкл). 

Таблица 3 
Стандартная кривая кПЦР трансгена 

 
Таблица 4 

Характеризующая стандартная кривая кПЦР трансгена 

 
Аттестация метода. 
Аттестацию метода трансгенной кПЦР осуществляли в соответствии с руководящими указаниями 

Международной конференции по гармонизации (ICH) и MIQE (требованиями по минимальной информа-
ции для публикации данных экспериментов количественной ПЦР в реальном времени). Для проведения 
аттестации метода проводили три анализа. Проведенный анализ удовлетворял критериям соответствия 
для всех параметров аттестации метода, установленных в протоколе аттестации метода. В табл. 5 приве-
дены параметры аттестации метода, критерии соответствия и результаты аттестации (см. пример 2). 
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Таблица 5 
Сводные данные по аттестации метода трансгенной мультиплексной кПЦР 

 

 
Пример 2. Метод трансгенной кПЦР. 
1.0. Цель. 
1.1. В настоящем примере представлен вариант процедуры проведения анализа с помощью количе-

ственной ПЦР в реальном времени (кПЦР) для количественного определения плазмиды LiCAR, интегри-
рованной в продукт CAR T. Анализ проводят в форме мультиплексной кПЦР, где в качестве мишени 
выступает сшивка между участками CD137 и CD3z плазмиды LiCAR, а также человеческий альбумин 
(референсный ген). 

2.0. Область применения. 
2.1. Этот метод может быть применен к CAR T-клеткам после сбора клеток непосредственно до 

подготовки состава дозы для определения следующих параметров. 
2.1.1. Число копий вектора. 
2.1.2. Эффективность трансдукции. 
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2.1.3. Идентичность экспрессии LiCAR. 
3.0. Определения и сокращения. 
3.1. LOQ (предел количественного определения). 
3.2. NTC (контроль без матрицы). 
3.3. Ct (порог цикла). 
3.4. CV (коэффициент вариации). 
3.5. SD (стандартное отклонение). 
3.6. hALB (человеческий альбумин). 
3.7. BCMA (антиген созревания B-клеток). 
3.8. VCN (число копий вектора). 
4.0. Оборудование. 
4.1. Центрифуга, способная центрифугировать 96-луночные планшеты ПЦР (например: Beckman 

Coulter, Allegra X-14R с ротором SX4750 и поворотным держателем для 96-луночного планшета). 
4.2. Система для ПЦР в реальном времени QuantStudio 6. 
4.3. Морозильная камера с температурой -70°C. 
4.4. Морозильная камера с температурой -20°C. 
4.5. Калиброванные 8- или 12-канальные пипетки (20, 50 мкл или другого соответствующего объе-

ма), например: пипетки Rainin. 
4.6. Калиброванные одноканальные пипетки (20, 100, 200, 1000 мкл или другого соответствующего 

объема), например: пипетки Rainin. 
4.7. Холодильник или холодильная камера, способные поддерживать температуру 2-8°C. 
4.8. Программное обеспечение QuantStudio PCR вер. 1.3 или выше. 
4.9. Вихревая мешалка. 
4.10. Бокс биологической безопасности. 
5.0. Материалы. 
Примечание. Материалы с оговоркой "например" могут быть заменены аналогичными материалами 

без предварительной сертификации. Для материалов с оговоркой "или эквивалент" до использования для 
тестирования образцов необходимо подтвердить эквивалентность альтернативной замены. 

5.1. Вода без ДНКаз/РНКаз, например: Invitrogen кат. № 10977015. 
5.2. Основная смесь TaqPath ProAmp, ThermoFisher кат. № A30866 или эквивалент. 
5.3. Сертифицированная партия трансгена BCMA и праймеры и зонды ALB, специально созданные 

последовательности от IDT или эквивалент. 
5.4. Сертифицированная партия трансгена BCMA стандарт № 1. 
5.5. Сертифицированная партия среднего и слабого контроля трансгена BCMA. 
5.6. 1X буфер TE с низким содержанием EDTA, pH 8,0, без РНКаз/ДНКаз, например: Quality Bio-

logical кат. № 351-324-721. 
5.7. Центрифужные пробирки 0,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431005. 
5.8. Центрифужные пробирки 1,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431021. 
5.9. Центрифужные пробирки 2 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431048. 
5.10. Центрифужные пробирки 5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

0030119460. 
5.11. Наконечники пипеток, стерильные, с фильтром (20, 200, 1000 мкл или другого соответствую-

щего объема), например: Rainin кат. № 30389226, 30389240, 30398213. 
5.12. 96-луночные планшеты для ПЦР, Applied Biosystems, кат. № 4483343, 4483354, 4483349, 

4483350, 4483395 или эквивалент. 
5.13. Оптическая адгезивная пленка Micro Amp, Applied Biosystems, кат. № 4311971 или эквивалент. 
5.14. Емкости для реагентов без РНКаз/ДНКаз, например: VistaLabs кат. № 3054-1002. 
6.0. Меры предосторожности. 
6.1. При работе в лаборатории использовать надлежащие СИЗ. 
6.2. При работе с опасными химическими веществами следовать специальным инструкциям для 

конкретных условий работы. Более подробную информацию см. в паспорте безопасности производителя. 
6.3. Все стадии отбора проб пипетками необходимо осуществлять с использованием асептических 

методик в боксе биологической безопасности. Проводящим анализ рекомендуется использовать однора-
зовые нарукавники при выполнении всех стадий процедуры, чтобы свести к минимуму риск загрязнения 
любых материалов или реагентов. 

7.0. Процедура. 
7.1. Приготовить аликвоту каждого из перечисленных ниже компонентов. 
7.1.1. Прямой праймер трансгена BCMA рабочий исходный раствор 10 мкМ. 
7.1.2. Обратный праймер трансгена BCMA рабочий исходный раствор 10 мкМ. 
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7.1.3. Зонд трансгена BCMA рабочий исходный раствор 10 мкМ. 
7.1.4. Прямой праймер hALB рабочий исходный раствор 10 мкМ. 
7.1.5. Обратный праймер hALB рабочий исходный раствор 10 мкМ. 
7.1.6. Зонд hALB рабочий исходный раствор 10 мкМ. 
7.1.7. Сертифицированный стандарт № 1 трансгена BCMA для кПЦР. 
7.1.8. Сертифицированный средний контроль 2,00 копии/клетка трансгена BCMA для кПЦР. 
7.1.9. Сертифицированный слабый контроль 0,20 копии/клетка трансгена BCMA для кПЦР. 
7.2. Получить мультиплексную основную смесь для соответствующего числа реакций в соответст-

вии с табл. 6. Можно внести дополнительные добавочные реакции, включая больше образцов, чем фак-
тически будет проанализировано. Например, если будет проанализировано 10 образцов, но требуется 
более 10 добавочных реакций, которые уже включены в расчеты в табл., следует указать, что будет про-
анализировано 11 образцов (т.е. N=11). Каждый дополнительный образец будет увеличивать объем для 3 
реакций. 

Таблица 6 
Композиция основной смеси 

 
* Формула представляет собой объем компонента, необходимый для одной реакции 25 мкл, помно-

женный на сумму 24 лунок стандартов/контролей плюс 10 добавочных реакций (34) и 3* число образцов 
(по 3 лунки реакции на образец). 

7.3. Пробирку с основной смесью в течение непродолжительного времени перемешивать в вихре-
вой мешалке и отставить. 

7.4. Приготовить стандарты № 2-5 с использованием буфера TE с низким содержанием EDTA в со-
ответствии с табл. 7. Перед тем как переходить к следующей стадии разбавления, обязательно переме-
шивать каждый разбавленный образец в течение непродолжительного времени. 

Таблица 7 
Построение стандартной кривой 5-кратного разбавления по 5 точкам 

 
7.5. Еще раз перемешать раствор основной смеси в течение непродолжительного времени в вихре-

вой мешалке и перенести пипеткой смесь в резервуар для реагента. 
7.6. С помощью многоканальной пипетки перенести 20 мкл основной смеси в соответствующие 

лунки 96-луночного планшета для ПЦР (см. фиг. 9). 
7.7. Загрузить 5 мкл стандартов, контролей и образец ДНК в соответствующие лунки 96-луночного 

планшета для ПЦР с помощью одноканальной пипетки в соответствии с расположением областей в 
планшете на фиг. 9. Загрузить 5 мкл буфера TE с низким содержанием EDTA в лунки NTC. 

7.8. Запечатать планшет оптической липкой пленкой и непродолжительно центрифугировать в те-
чение при ~300×g. 

7.9. Установить планшет для ПЦР в приборе ПЦР. 
7.10. Открыть файл "Assay Template.edt", выбрать "Save As", ввести соответствующее имя для экс-

перимента кПЦР и сохранить как файл.eds. He перезаписывать файл шаблона. 
7.11. Задать имя эксперимента в поле имени. 
7.12. Проверить, что Experiment Properties заданы в соответствии с приведенным ниже, а условия 
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термоциклирования (закладка Run Method) заданы верно в соответствии с приведенными в табл. 8 для 
реакционного объема 25 мкл. 

7.12.1. Тип прибора: QuantStudio 6 Flex System. 
7.12.2. Тип планшета: 96-луночный (0,2 мл). 
7.12.3. Тип эксперимента: стандартная кривая. 
7.12.4. Реагент обнаружения: TaqMan Reagents. 
7.12.5. Свойства прибора: стандартные. 

Таблица 8 
Условия термоциклирования 

 
7.13. Выбрать запуск и кликнуть по серийному номеру прибора для проведения анализа. 
8.0. Анализ данных. 
8.1. Использовать автоматическую коррекцию исходной линии и функцию автоматического Ct в 

программном обеспечении для анализа данных, нажав "Analyze". Затем нажать "Save" для сохранения 
результатов анализа. 

8.2. Напечатать отчет в формате PDF и включить его в документацию анализа. 
8.3. Произвести расчет трех измерений VCN/клетка для каждого образца и положительного контро-

ля следующим образом. 

 
8.4. Произвести расчет среднего, стандартного отклонения и % CV по трем измерениям VCN/клетка 

для каждого образца и положительного контроля. 
9.0. Критерии соответствия для анализа. 
9.1. Критерии соответствия для анализа. 
9.1.1. Значение R2 стандартных кривых для трансгена и hALB должно составлять ≥0,97. 
9.1.2. Наклон стандартной кривой должен находиться в пределах от -3,585 до -3,104 (эквивалентно 

эффективности ПЦР 90,08-109,97%). 
9.1.3. Ни одно значение Ct повторных измерений для любого из стандартов не может относиться к 

категории "не определяется". 
9.1.4. Все значения Ct повторных измерений NTC должны относиться к категории "не определяет-

ся" для мишеней как трансгена, так и hALB. 
9.1.5. Среднее значение Ct для стандарта № 1 должно быть <23,0 для мишени трансгена и <22,0 для 

мишени hALB. 
9.1.6. Значения SD для Ct для каждого стандарта должны быть ≤0,60 для мишеней как трансгена, 

так и hALB. 
9.1.7. Среднее число копий hALB для среднего и слабого контроля должно составлять 30 303,030 

копий +/-30% (ожидаемый диапазон: 21 212,121-39 393,939 копий). 
9.1.8. Средний результат VCN/клетка для среднего контроля 2,00 VCN/клетка и слабого контроля 

0,20 VCN/клетка должен составлять +/-35% целевого значения VCN/клетка для каждого контроля. 
9.1.9. % CV для повторных измерений среднего и слабого положительных контролей VCN/клетка 

должен составлять ≤20%. 
9.1.10. В случае несоответствия по любому из перечисленных выше критериев анализ является не-

достоверным. 
9.2. Критерии соответствия для образца. 
9.2.1. Среднее число копий hALB для каждого образца должно составлять 30 303,030 копий +/-30% 

(ожидаемый диапазон: 21 212,121-39 393,939 копий). 
9.2.1.1. Если концентрация образца гДНК составляет <0,02 мкг/мл, произвести расчет ожидаемого 

числа копий hALB для этого образца, исходя из количества ДНК, фактически введенного в реакции. 
Пример. Концентрация образца гДНК составляет 0,01 мкг/мл. (5 мкл)(0,01 мкг/мкл) =0,05 мкг =50 

нг образца гДНК на каждую реакцию (50 нг ДНК)(1 копия ALB / 0,0033 нг гДНК) =15 152 копий ALB. 
Ожидаемый диапазон: 10 606-19 697 копий ALB. 

9.2.2. Значения копий мишени hALB по результатам трех измерений для образца должны находить-
ся в пределах диапазона Ct, который охватывает стандартная кривая hALB. Диапазон Ct определяется 
как наименьшее значение Ct трех измерений стандарта № 1 и наибольшее значение Ct трех измерений 
стандарта № 5. 

9.2.3. Значения копий мишени трансгена по трем измерениям образца должны быть выше LOQ ко-
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пий трансгена 303,030. 
9.2.3.1. Если 1 или более повторных измерений образца для мишени трансгена меньше, чем LOQ 

трансгена, составляющего 303,030 копий, следует указывать, что образец ниже LOQ. 
9.2.4. Если 1 или более повторных измерений образца для мишени трансгена меньше наименьшего 

значения Ct трансгена для стандарта № 1, следует указывать, что образец выше диапазона стандартной 
кривой, образец невозможно определить количественно. Например, если значения Ct трансгена для об-
разца составляют 20,1, 19,9 и 20,2, но наименьшее значение Ct трансгена, достигнутое в стандарте № 1 
составляет всего лишь 20,0, тогда повторное измерение образца 19,9 не может быть точно определено 
количественно, а потому данный образец должен быть промаркирован как "выше диапазона стандартной 
кривой, образец невозможно определить количественно". При невозможности количественного опреде-
ления образца уведомить руководство и ответственного за проведение исследования. 

9.2.5. % CV повторных измерений VCN/клетка образца должен составлять ≤20%. 
Примечание. % CV не оценивают для образцов с повторными измерениями ниже LOQ или для об-

разцов с невозможностью количественного определения. 
9.2.6. Для любого образца, у которого все значения числа копий трансгена для всех трех повторных 

измерений выше LOQ и отвечающего всем приведенным выше критериям соответствия, будут приведе-
ны средние значения VCN/клетка до 2 десятичных разрядов (например: 2,02 VCN/клетка). 

9.2.7. Любой образец, который не соответствует всем перечисленным выше критериям соответст-
вия, является недостоверным. 

Выделение, аттестация и разбавление геномной ДНК. 
1.0. Цель. 
1.1 Описан пример процедуры для выделения и количественного определения гДНК для CAR T об-

разцов или имитационных суспензий T-клеток или замороженных конгломератов клеток. 
2.0. Область применения. 
2.1. Описана процедура для выделения гДНК из: 
2.1.1. Образцов CAR T-клеток после сбора, поставляемых в виде замороженных конгломератов кле-

ток или суспензии свежих клеток. 
2.1.2. Имитационных T-клеток, поставляемых в виде замороженных конгломератов клеток или сус-

пензии свежих клеток. 
3.0. Оборудование. 
3.1. Центрифуга, способная центрифугировать микроцентрифужные пробирки 1,5 мл и 5 мл (на-

пример: Beckman Coulter, Allegra X-14R с ротором SX4750 для микроцентрифужных пробирок 1,5 мл). 
3.2. Флуориметр Qubit 4, Invitrogen кат. № Q33226. 
3.3. Морозильная камера с температурой -70°C. 
3.4. Морозильная камера с температурой -20°C. 
3.5. Калиброванные одноканальные пипетки (20, 100, 200, 1000 мкл или другого соответствующего 

объема), например: пипетки Rainin. 
3.6. Термоблок, способный поддерживать температуру 55°C и подходящий для микроцентрифуж-

ных пробирок 1,5 мл и 2 мл. 
3.7. Холодильник или холодильная камера, способные поддерживать температуру 2-8°C. 
3.8. Вихревая мешалка. 
3.9. Бокс биологической безопасности. 
4.0. Материалы. 
Примечание. Материалы с оговоркой "например" могут быть заменены аналогичными материалами 

без предварительной сертификации. Для материалов с оговоркой "или эквивалент" до использования для 
тестирования образцов следует подтвердить эквивалентность альтернативной замены. 

4.1. Вода без ДНКаз/РНКаз, например: Invitrogen кат. № 10977015. 
4.2. Среда RPMI 1640 с L-глутамином и 25 мМ HEPES, например: Corning кат. № 10-041-CV. 
4.3. 1X буфер TE с низким содержанием EDTA, pH 8,0, без РНКаз/ДНКаз, для молекулярной биоло-

гии, например: Quality Biological кат. № 351-324-721. 
4.4. Этанол 200 спиртовых градусов (96-100%) для молекулярной биологии, например: Decon Labs 

кат. № 3616EA. 
4.5. 10X фосфатно-солевой буферный раствор (PBS) для молекулярной биологии, например: Affy-

metirx кат. № 75889. 
4.6. Мининабор для геномной ДНК PureLink, Invitrogen кат. № K182001. 
4.7. Аналитические пробирки Qubit, Invitrogen кат. № Q32856 (Invitrogen, г. Карлсбад, штат Ка-

лифорния). 
4.8. Набор для анализа Qubit dsDNA BR, Invitrogen кат. № Q328350. 
4.9. Центрифужные пробирки 0,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431005. 
4.10. Центрифужные пробирки 1,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 
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022431021. 
4.11. Центрифужные пробирки 2 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431048. 
4.12. Центрифужные пробирки 5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

0030119460. 
4.13. Конические пробирки 15 мл, стерильные, например: Corning кат. № 431470. 
4.14. Наконечники пипеток, стерильные, с фильтром (20, 200, 1000 мкл или другого соответствую-

щего объема), например: Rainin кат. № 30389226, 30389240, 30398213. 
5.0. Меры предосторожности. 
5.1. При работе в лаборатории использовать надлежащие СИЗ. 
5.2. При работе с опасными химическими веществами следовать специальным инструкциям для 

конкретных условий работы. Более подробную информацию см. в паспорте безопасности производителя. 
5.2. Все стадии отбора проб пипетками необходимо осуществлять с использованием асептических 

методик в боксе биологической безопасности. Проводящим анализ рекомендуется использовать однора-
зовые нарукавники при выполнении всех стадий процедуры, чтобы свести к минимуму риск загрязнения 
любых материалов или реагентов. 

6.0. Процедура. 
6.1. При вскрытии нового мининабора для геномной ДНК PureLink обязательно добавить этанол во 

флаконы Wash Buffer 1 и Wash Buffer 2 в соответствии с инструкциями на этикетке каждого флакона. 
Хорошо перемешать содержимое флаконов после добавления этанола и указать на каждой этикетке, что 
этанол уже был добавлен. Вместе с отметкой о добавлении этанола указать инициалы и дату добавления. 
При хранении всех компонентов при комнатной температуре набор стабилен в течение 1 г. 

6.2. Задать температуру термоблока равной 55°C и до начала экстрации ДНК дождаться достижения 
заданной температуры. 

6.3. Экстракцию ДНК проводить с использованием конгломератов клеток. Можно использовать 
свежие конгломераты клеток или конгломераты клеток, хранившиеся замороженными при -70°C. Реко-
мендуется проводить экстракцию минимум 2×106 клеток на колонку, однако можно экстрагировать до 
4×106 жизнеспособных клеток на колонку. 

Примечание. Несмотря на то что в спецификации производителя указано, что на каждую колонку 
можно экстрагировать до 5×106 клеток, в настоящем методе для определения числа клеток для выделе-
ния ДНК используют число жизнеспособных клеток. Поэтому используют 20%-й буфер, допускающий 
наличие мертвых клеток, которые также будут содержаться в суспензии клеток. Не следует превышать 
указанный уровень 4×106 жизнеспособных клеток на колонку. Если процент жизнеспособности менее 
80%, максимальное число экстрагируемых жизнеспособных клеток на колонку следует снизить, чтобы 
учесть >20% мертвых клеток, присутствующих в суспензии клеток. 

6.4. Приготовление конгломератов клеток из свежей суспензии клеток. 
6.4.1. Для подсчета клеток на NC-200 требуется аликвота суспензии клеток по меньшей мере 150 

мкл. Аликвота может быть получена разбавлением исходной суспензии клеток в среде RPMI до объема, 
необходимого для того, чтобы оставаться в пределах динамического диапазона NC-200 (5,0×104-5,0×106 
клеток/мл). 

6.4.2. Для подсчета клеток использовать протокол счета. 
6.4.3. Опираясь на число жизнеспособных клеток, определить объем клеток, необходимый для дос-

тижения искомого числа клеток для экстракции на каждую колонку PureLink и отобрать соответствую-
щие аликвоты суспензии клеток в микроцентрифужные пробирки 1,5 мл или 2 мл. 

Например: число жизнеспособных клеток по результатам счета NC-200 составляет 2×107 клеток/мл 
с процентом жизнеспособности 88%. Искомое число клеток для экстракции на колонку PureLink состав-
ляет 4×106 жизнеспособных клеток: 

 
Поместить аликвоту 200 мкл суспензии клеток в микроцентрифужные пробирки 1,5 мл и 2 мл. 
6.4.3.1. Не рекомендуется использовать аликвоту менее 100 мкл клеток на микроцентрифужную 

пробирку. При необходимости разбавить клетки в среде RPMI до такого числа клеток, которое позволит 
отбирать минимальную аликвоту 100 мкл суспензии клеток на пробирку. 

6.4.4. Центрифугировать пробирки при 300×g в течение 5 мин при комнатной температуре для фор-
мирования конгломерата клеток. 

6.4.5. Осторожно удалить и утилизировать среду, отделяя конгломерат(-ы) клеток. 
6.4.6. Конгломерат(-ы) клеток можно сразу же использовать для выделения ДНК или хранить при  

-70°C. 
6.5. Экстракция ДНК. 
6.5.1. В случае экстракции из замороженных конгломератов клеток, прежде чем переходить к про-

цедуре экстракции ДНК, разморозить конгломераты клеток при комнатной температуре. 
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6.5.2. Разбавить 10X буфер PBS до 1X, используя воду без РНКаз/ДНКаз. На каждый конгломерат 
клеток используют 200 мкл 1X PBS. Приготовить достаточное количество 1X PBS для ресуспендирова-
ния суммарного числа клеток, для которых будет проводиться экстракция. 

6.5.3. Ресуспендировать каждый конгломерат клеток в 200 мкл 1X PBS. Перемешать, набирая в пи-
петку, чтобы обеспечить полное ресуспендирование конгломерата клеток. 

6.5.4. В каждую пробирку добавить 20 мкл протеиназы K и перемешивать в вихревой мешалке для 
смешивания в течение непродолжительного времени. 

6.5.5. В каждую пробирку добавить 20 мкл РНКазы A и перемешивать в вихревой мешалке для 
смешивания в течение непродолжительного времени. 

6.5.6. Инкубировать пробирки в течение 2 мин при комнатной температуре. 
6.5.7. В каждую пробирку добавить 200 мкл буфера геномного лизиса/связывания PureLink и встря-

хивать в течение непродолжительного времени, чтобы получить однородный раствор. 
6.5.8. Установить пробирки в термоблок, предварительно нагретый до 55°C, и инкубировать в тече-

ние 10 мин. 
6.5.9. После завершения инкубации, извлечь пробирки из термоблока и добавить 200 мкл 96-100% 

этанола в каждую пробирку. Перемешивать на вихревой мешалке в течение непродолжительного време-
ни для образования однородного раствора. Примечание. Во время инкубирования при 55°C на крышке 
пробирок накапливается конденсат. Открывая пробирки, следует проявлять осторожность, чтобы не до-
пустить разбрызгивания содержимого с крышки. 

6.5.10. Установить одну центрифужную колонку PureLink в каждую пробирку-сборник. Пометить 
крышку каждой центрифужной колонки определенным идентификатором образца, чтобы случайно не 
перепутать образцы. Например, центрифужные колонки могут быть помечены № партии образца. Не 
следует наносить метки на пробирки-сборники, поскольку в ходе выполнения протокола экстракции та-
кие пробирки-сборники периодически утилизируются. 

6.5.11. Нанести содержимое каждой пробирки с образцом после стадии 5.5.9 на помеченную соот-
ветствующим образом центрифужную колонку. 

6.5.12. Центрифугировать колонку(и) при 10000×g в течение 1 мин при комнатной температуре. За 
время центрифугирования приготовить новые чистые пробирки-сборники для каждого образца. 

6.5.13. После центрифугирования извлечь центрифужные колонки/пробирки-сборники из центри-
фуги. Перенести каждую центрифужную колонку в новую чистую пробирку-сборник и утилизировать 
отработанную пробирку-сборник вместе с фильтратом колокин. 

6.5.14. Нанести 500 мкл буфера Wash Buffer 1 на каждую центрифужную колонку. 
6.5.15. Центрифугировать колонку(и) при 10000×g в течение 1 мин при комнатной температуре. За 

время центрифугирования приготовить новые чистые пробирки-сборники для каждого образца. 
6.5.16. После центрифугирования извлечь центрифужные колонки/пробирки-сборники из центри-

фуги. Перенести каждую центрифужную колонку в новую чистую пробирку-сборник и утилизировать 
отработанную пробирку-сборник вместе с фильтратом колонки. 

6.5.17. Нанести 500 мкл буфера Wash Buffer 2 на каждую центрифужную колонку. 
6.5.18. Центрифугировать колонку (и) при максимальной скорости в течение 3 мин при комнатной 

температуре. За время центрифугирования приготовить одну микроцентрифужную пробирку объемом 2 
мл для каждого образца. 

6.5.19. После центрифугирования извлечь центрифужную (-ые) колонку (и)/пробирку (и)-сборник 
(и) из центрифуги. Перенести каждую центрифужную колонку в микроцентрифужную пробирку объе-
мом 2 мл и утилизировать отработанную пробирку-сборник вместе с фильтратом колонки. Примечание. 
Не использовать пробирки-сборники, поставляемые в наборе PureLink kit для стадии 5.5.19. В наборе не 
поставляются дополнительные пробирки для добавочной стадии центрифугирования, поэтому необхо-
димо использовать микроцентрифужные пробирки объемом 2 мл. 

6.5.20. Центрифугировать колонку(и) при максимальной скорости в течение 2 мин при комнатной 
температуре для осушения колонок. За время центрифугирования приготовить одну микроцентрифуж-
ную пробирку объемом 1,5 мл для каждого образца. Нанести метку на каждую пробирку с указанием как 
минимум наименования образца и даты экстракции. Это пробирки, в которых будет произведено элюи-
рование ДНК. 

6.5.21. После центрифугирования извлечь центрифужную(-ые) колонку(и)/пробирку(и) - сборник(и) 
из центрифуги. Перенести каждую центрифужную колонку в микроцентрифужную пробирку объемом 
1,5 мл с соответствующими метками и утилизировать микроцентрифужную пробирку объемом 2 мл вме-
сте с фильтратом колонки. 

6.5.22. Нанести 25 мкл геномного элюирующего буфера PureLink на колонки. Необходимо убедить-
ся в том, что элюирующий буфер нанесен на кремнеземную мембрану, но не следует касаться мембраны 
или прокалывать ее наконечником пипетки. 

6.5.23. Инкубировать колонки в течение 1 мин при комнатной температуре. 
6.5.24. Центрифугировать колонку(и)/пробирку(и) при максимальной скорости в течение 1 мин при 
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комнатной температуре для элюирования ДНК. 
6.5.25. Извлечь колонку(и)/пробирку(и) из центрифуги и повторить стадии 5.5.22-5.5.23 с дополни-

тельными 25 мкл геномного элюирующего буфера PureLink. 
6.5.26. После инкубирования центрифугировать колонку(и)/пробирку(и) при максимальной скоро-

сти в течение 1,5 мин при комнатной температуре для элюирования дополнительных количеств ДНК. 
6.5.27. Извлечь колонку(и)/пробирку(и) из центрифуги. Извлечь колонку из пробирки 1,5 мл и ути-

лизировать колонку. 
6.5.28. Элюированную ДНК можно либо хранить при -20°C, либо сразу же провести ее количест-

венное определение и разбавить до рабочей концентрации. Примечание. Не следует проводить количест-
венное определение ДНК, если ее не будут сразу же разбавлять до рабочей концентрации после количе-
ственного определения. Если было проведено количественное определение образцов, но нет возможно-
сти незамедлительно разбавить их до рабочей концентрации кПЦР, образцы следует заморозить при  
-20°C, и необходимо будет провести повторное количественное определение после размораживания пе-
ред разбавлением до рабочей концентрации кПЦР. 

6.6. Количественное определение ДНК. 
6.6.1 Количественное определение ДНК проводят с использованием набора Qubit dsDNA Broad 

Range и флуориметра Qubit 4. Набор отличается высокой селективностью для двухцепочечной ДНК 
(дцДНК) по сравнению с РНК и выполнен с возможностью обеспечения высокой точности для началь-
ных концентраций образца 100 пг/мкл-1000 нг/мкл. Все операции с компонентами набора необходимо 
проводить в боксе биобезопасности и в асептических условиях во избежание загрязнения любых компо-
нентов набора. 

Примечание. Реагент Qubit dsDNA BR содержит DMSO и будет замерзать при температурах ниже 
комнатной. Следует избегать многократных циклов замораживания-размораживания реагента Qubit, по-
этому реагент необходимо хранить при комнатной температуре. Состав буфера Qubit позволяет хранить 
его при комнатной температуре, и рекомендуется использовать такие условия хранения. Стандарты Qubit 
должны храниться при 2-8°C. 

6.6.2. Калибровку флуориметра Qubit 4 проводят с использованием двух стандартов, поставляемых 
в наборе Qubit dsDNA Broad Range. Необходимо приготовить стандарты и анализировать их вместе с 
каждым набором образцов ДНК, подлежащих количественному определению. Ни в коем случае нельзя 
повторно использовать калибровку после предыдущего анализа, поскольку наиболее точное количест-
венное определение достигается в том случае, если стандарты и образцы ДНК готовятся с использовани-
ем одного и того же рабочего раствора Qubit. 

6.6.3. Нанести метку на 1 аналитическую пробирку Qubit для каждого стандарта и образца, подле-
жащего количественному определению. Метку наносят только на крышки пробирок. Не следует нано-
сить метку на боковую поверхность пробирок, поскольку это будет препятствовать количественному 
определению. 

Примечание. Только аналитические пробирки Qubit могут быть использованы для флуориметра 
Qubit. Эти пробирки специально выполнены с возможностью обеспечивать наиболее точные результаты. 

6.6.4. Приготовить рабочий раствор Qubit, разбавляя реагент Qubit dsDNA BR в соотношении 1 : 
200 в буфере Qubit dsDNA BR. Обеспечить приготовление достаточного количества рабочего раствора, 
чтобы его хватило как для стандартов, так и для всех образцов, подлежащих количественному определе-
нию. Минимальный необходимый объем равен (2 (2 стандарта) + число образцов, подлежащих количест-
венному определению +1) * 200. 

Например: для количественного определения 8 образцов приготовить достаточно рабочего раствора 
для образцов и 2 стандарта плюс по меньшей мере один дополнительный образец для перезакладки. 
Предположим, по 200 мкл рабочего реагента на каждую пробирку в 11 пробирках (8+2+1=11 образцов): 
(200 мкл)(11 пробирок) =2200 мл рабочего раствора Qubit (11 мкл реагента Qubit плюс 2189 мкл буфера 
Qubit). 

6.6.5. Добавить 190 мкл рабочего раствора Qubit в каждую из 2 пробирок стандарта. Предваритель-
но увлажнить наконечник пипетки рабочим раствором Qubit перед добавлением раствора в пробирки, 
чтобы предотвратить внесение пузырьков в реакционную смесь. 

6.6.6. 3-20 мкл образца ДНК может быть использовано для количественного определения с исполь-
зованием набора Qubit dsDNA Broad Range при общем объеме аналитической пробирки 200 мкл. Доба-
вить необходимый объем рабочего раствора Qubit в каждую аналитическую пробирку. Например: при 
использовании 3 мкл образца для количественного определения добавить 197 мкл рабочего раствора 
Qubit в пробирку с образцом. Предварительно увлажнить наконечник пипетки рабочим раствором Qubit 
перед добавлением раствора в пробирки. 

6.6.7. Добавить 10 мкл каждого стандарта в соответствующую пробирку со стандартом. Переме-
шать содержимое пробирки со стандартом в вихревой мешалке в течение непродолжительного времени. 

6.6.8. Добавить необходимое количество исходного образца ДНК в соответствующую пробирку с 
образцом, чтобы довести суммарный реакционный объем до 200 мкл. Например: 3 мкл образца ДНК в 
реакционную пробирку с образцом, содержащую 197 мкл рабочего раствора Qubit. Перемешать содер-
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жимое каждой пробирки с образцом в вихревой мешалке в течение непродолжительного времени. 
6.6.9. Инкубировать все пробирки со стандартом и образцом в течение 2 мин при комнатной темпе-

ратуре. 
6.6.10. Сначала провести калибровку флуориметра Qubit 4 с использованием стандартов 
6.6.10.1. Коснуться экрана флуориметра, чтобы вывести прибор из режима ожидания. 
6.6.10.2. Выбрать опцию dsDNA на начальном экране. 
6.6.10.3. На следующем экране выбрать dsDNA: Broad range. 
6.6.10.4. На экране флуориметра появится запрос на выбор между считыванием новых стандартов и 

использованием предшествующей калибровки. Следует всегда выбирать Read Standards. Примечание. Ни 
в коем случае нельзя выбирать считывание образцов с использованием предшествующей калибровки 
(вариант Run samples), поскольку это не позволит получать наиболее точную концентрацию образца. 

6.6.10.5. После запроса установить образец стандарта № 1 в Qubit. Закрыть крышку камеры для об-
разца. Выбрать Read Standard для считывания стандарта № 1. 

6.6.10.6. После запроса извлечь стандарт № 1 из камеры для образца и установить стандарт № 2. За-
крыть крышку камеры для образца и выбрать Read standard для считывания стандарта № 2. 

6.6.10.7. В случае успешной калибровки на экране Qubit будут отображаться ее результаты после 
завершения считывания стандарта № 2. Если калибровка оказывается неудачной, на экране Qubit будет 
отображаться сообщение Calibration error. 

6.6.10.8. Следует убедиться в том, что показание, полученное для стандарта № 2, в по меньшей мере 
10 раз выше показания, полученного для стандарта № 1. 

6.6.10.9. В случае отображения ошибки калибровки или если стандарт № 2 не будет в 10 раз больше 
стандарта № 1. Следует повторить приготовление образцов и стандартов, используя свежий рабочий рас-
твор Qubit. Нельзя повторно использовать уже отработанную пробирку, в которой готовили предшест-
вующий рабочий раствор Qubit. Повторить калибровку со свежими стандартами. 

6.6.10.9.1. Если калибровка прошла успешно, и показания для стандарта № 2 в по меньшей мере 10 
раз больше, чем для стандарта № 1, продолжить считывание образцов (см. стадии 5.6.9.10-5.6.9.14). 

6.6.10.9.2. При повторной ошибке калибровки, или если стандарт № 2 не будет в 10 раз больше 
стандарта № 1, обратитесь к специалисту в области данного анализа или руководителю. 

6.6.10.10. После успешного проведения калибровки выбрать Run samples в нижней части экрана 
Standards results, чтобы начать анализ образцов. 

6.6.10.11. До начала анализа первого образца на экране отображается информация об объеме образ-
ца. Использовать символы + или - для выбора объема образца, использованного для всех анализируемых 
образцов (3-20 мкл). Затем выбирают единицы измерения (мкг/мкл) для вывода концентрации образца из 
выпадающего меню. 

6.6.10.12. После выбора правильного объема образца и единиц концентрации образца образец 1 ус-
танавливают в камере для образца. Закрыть крышку камеры для образца и выбрать Read tube. 

6.6.10.13. На экране отображается как исходная расчетная концентрация образца, так и концентра-
ция образца в пробирке Qubit. Исходная расчетная концентрация образца соответствует концентрации в 
исходном образце ДНК. 

6.6.10.13.1. Если концентрация образца находится вне диапазона набора, на экране отображается 
сообщение об ошибке Out of Range. 

6.6.10.13.2. Нажать правую стрелку, чтобы открыть график для стандартов и результаты для образ-
ца, чтобы определить, не являются ли результаты для образца слишком высокими или слишком низкими. 

6.6.10.13.3. Образцы, выходящие за пределы диапазона, следует проанализировать повторно. Ис-
пользовать больший объем образца для концентраций образца, которые оказались слишком низкими. 
Использовать либо меньший объем образца, либо разбавление исходного раствора ДНК (приготовленно-
го в буфере TE с низким содержанием EDTA) для образцов, концентрации которых слишком велики. 

Повторно исследуемые образцы должны быть проанализированы относительно новых стандартов. 
Образцы и стандарты должны быть приготовлены с использованием свежего рабочего раствора Qubit (не 
использовать повторно пробирки от предшествующего рабочего раствора Qubit). 

6.6.10.14. Извлечь образец 1 из камеры для образца. Если необходимо провести анализ более одного 
образца, поместить следующий образец в камеру для образца, закрыть крышку камеры для образца и 
выбрать Read tube. 

6.6.10.15. Продолжать, повторяя 5.6.9.14, пока не будут проанализированы все образцы. 
6.6.10.16. Подключить Qubit к компьютеру с помощью кабеля USB, поставляемого в комплекте с 

флуориметром Qubit, и после появления окна AutoPlay выбрать Open device для просмотра файлов. Про-
должать со стадии 5.6.9.17 для Qubit, прежде чем проводить любой дальнейший выбор опций на компь-
ютере. 

6.6.10.17. Выбрать Data на экране Sample concentration для последнего считанного образца или 
Home screen, чтобы открыть окно Export data, где отображается список анализов, проведенных на Qubit. 
Список данных включает перечисление в соответствии с проведенными анализами, отражая дату/время 
анализа, название анализа (dsDNA Broad Range) и число проанализированных образцов в каждом таком 
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анализе. 
Примечание. Флуориметр Qubit 4 сохраняет данные до 1000 образцов. 
6.6.10.18. Коснуться окошка рядом с данными анализа, которые подлежат экспорту. В окошке поя-

вится галочка. Затем выбрать Export, чтобы экспортировать весь набор данных в компьютер. 
6.6.10.19. На компьютере дважды кликнуть по Internal storage, а затем по папке Qubit 4 для доступа 

к экспортированным данным. 
Примечание. Имя папки выглядит как QubitData_день-месяц-год, при этом дата будет соответство-

вать дате экспорта, а не дате анализа экспортированных данных. 
6.6.10.20. Открыть папку данных и сохранить файл QubitData_день-месяц-год_минуты-часы-

секунды.csv в защищенной системе резервирования данных (например: OpenLab) или в соответствии с 
принятым в учреждении порядком. В соответствии с принятым в учреждении порядком данный файл 
также должен прилагаться к документации анализа. Примечание. В папке также содержится файл 
QubitData_Rna_iq_день-месяц-год_минуты-часы-секунды.csv, который относится только к анализу RNA 
IQ. 

В этот файл.csv значения вносятся только в случае анализа RNA IQ, потому для других случаев его 
не следует сохранять. 

6.6.10.21. Файл.csv содержит результаты проведенного анализа. Результаты будут приводиться в 
порядке, обратном очередности считывания образцов (т.е. от последнего считанного образца к первому 
считанному образцу). В столбце Test Date также указывается время проведения считывания образца, и 
его можно использовать для подтверждения порядка образцов, поскольку у проанализированных первы-
ми образцов будет более ранняя отметка времени, тогда как у проанализированных последними отметки 
времени будут более поздними. 

6.6.10.22. Значение Original sample concentration относится к концентрации исходного раствора 
ДНК. Если разбавление исходного раствора ДНК осуществляется в рамках анализа Qubit, значение Orig-
inal sample concentration необходимо будет умножить на коэффициент разбавления для разбавленного 
исходного раствора ДНК, который использован в анализе Qubit для определения концентрации исходно-
го раствора ДНК. Например: при анализе Qubit используют исходный раствор ДНК в разбавлении 1:10 в 
буфере TE с низким содержанием EDTA и 3 мкл разбавления 1:10, значение Original sample concentration 
по данным Qubit составляет 0,0561 мкг/мкл, тогда концентрация неразбавленного исходного раствора 
ДНК составляет (0,0561 мкг/мкл)(10) =0,561 мкг/мкл. 

6.7. Разбавление образца ДНК при подготовке анализа трансгенной кПЦР 6.7.1.1 Образцы следует 
разбавлять до 0,020 мкг/мкл в буфере TE с низким содержанием EDTA. Сразу же проводят количествен-
ную оценку исходного раствора ДНК. Аликвоты образцов с концентрациями исходного раствора ДНК 
менее 0,020 мкг/мкл следует отбирать в соответствии со стадией 5.7.1.5 и незамедлительно использовать 
без дополнительных манипуляций (в чистом виде) в анализе кПЦР. 

6.7.1.2. Использовать следующую формулу для определения суммарного объема 0,020 мкг/мкл раз-
бавленной ДНК, который может быть приготовлен: 

 
6.7.1.3. Затем определить количество буфера TE с низким содержанием EDTA, необходимое для 

разбавления исходного раствора ДНК до 0,020 мкг/мкл, следующим образом: 

 
6.7.1.4. Разбавить желательный объем исходного раствора ДНК рассчитанным объемом буфера TE с 

низким содержанием EDTA, вычисление которого производится в 5.7.1.3, чтобы приготовить рабочую 
концентрацию ДНК 0,020 мкг/мкл. Рекомендуется разбавлять значительную часть исходного раствора 
ДНК до рабочей концентрации кПЦР 0,020 мкг/мкл, чтобы приготовить как можно большее число одно-
разовых аликвот образца. Однако, чтобы обеспечить достаточное количество для минимум 3 анализов 
кПЦР, необходимо приготовить как минимум 3 одноразовых аликвоты образца ДНК с концентрацией 
0,020 мкг/мкл. 

Например: концентрация исходного раствора ДНК составляет 0,0561 мкг/мкл. После использования 
3 мкл ДНК для анализа Qubit остается минимум 47 мкл исходного раствора ДНК. 40 мкл исходного рас-
твора ДНК будет использовано для разбавления до рабочей концентрации кПЦР 0,020 мкг/мкл. 

 
Разбавить 40 мкл исходного раствора ДНК в 72,2 мкл буфера TE с низким содержанием EDTA, что-

бы получить 112,2 мкл суммарного объема образца ДНК рабочего исходного раствора кПЦР с концен-
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трацией 0,020 мкг/мкл. 
6.7.1.5. Приготовить как можно больше одноразовых 20 мкл аликвот рабочего исходного раствора 

образца ДНК с концентрацией 0,020 мкг/мкл. В каждом анализе кПЦР используют 15 мкл ДНК, поэтому 
каждая аликвота будет иметь ~5 мкл избытка ДНК. Во всех возможных случаях рекомендуется готовить 
как минимум 3 одноразовых аликвоты. 

6.7.1.6. На все аликвоты должна быть нанесена метка как минимум с указанием наименования об-
разца, концентрации аликвоты (либо 0,020 мкг/мкл или концентрации исходного раствора, если концен-
трация меньше 0,020 мкг/мкл) и дату получения аликвот. 

6.7.1.7. Все аликвоты, а также все остающиеся исходные растворы образца ДНК должны храниться 
при -20°C. 

Получение и аттестация новых партий олигонуклеотидов. 
1.0. Цель. 
1.1. Описан пример процедуры получения и аттестации новых партий олигонуклеотидов для метода 

трансгенной кПЦР. 
2.0. Оборудование. 
2.1. Центрифуга, способная центрифугировать микроцентрифужные пробирки 1,5 мл (например: 

Beckman Coulter, Allegra X-14R с ротором SX4750 и поворотным держателем для 96-луночного планшета 
и адаптеры для микроцентрифужных пробирок 1,5 мл). 

2.2. Система для ПЦР в реальном времени QuantStudio 6. 
2.3. Морозильная камера с температурой -20°C. 
2.4. Калиброванные 8- или 12-канальные пипетки (20, 50 мкл или другого соответствующего объе-

ма), например: пипетки Rainin. 
2.5. Калиброванные одноканальные пипетки (20, 100, 200, 1000 мкл или другого соответствующего 

объема), например: пипетки Rainin. 
2.6. Холодильник или холодильная камера, способные поддерживать температуру 2-8°C. 
2.7. Программное обеспечение QuantStudio PCR вер. 1.3 или выше. 
2.8. Термоблок, способный поддерживать температуру 55°C и подходящий для микроцентрифуж-

ных пробирок 1,5 мл. 
2.9. Вихревая мешалка. 
3.0. Материалы. 
Примечание. Материалы с оговоркой "например" могут быть заменены аналогичными материалами 

без предварительной сертификации. Для материалов с оговоркой "или эквивалент" до использования для 
тестирования образцов следует подтвердить эквивалентность альтернативной замены. 

3.1. Вода без ДНКаз/РНКаз, например: Invitrogen кат. № 10977015. 
3.2. Основная смесь TaqPath ProAmp, ThermoFisher кат. № A30866 или эквивалент. 
3.3. Лиофилизованные исходные образцы праймеров и зондов трансгена BCMA и hALB, специаль-

но созданные последовательности от IDT или эквивалент. 
3.4. Сертифицированная партия трансгена BCMA и праймеры и зонды ALB, специально созданные 

последовательности от IDT или эквивалент. 
3.5. Сертифицированная партия трансгена BCMA стандарт № 1. 
3.6. Сертифицированная партия среднего и слабого контроля трансгена BCMA. 
3.7. 1X буфер TE с низким содержанием EDTA, pH 8,0, без РНКаз/ДНКаз, например: Quality Bio-

logical кат. № 351-324-721. 
3.8 Центрифужные пробирки 0,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: микроцентрифуж-

ные пробирки с завинчивающейся крышкой VWR кат. № 89004-286 или Eppendorf кат. № 022431005. 
3.9. Центрифужные пробирки 1,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431021. 
3.10. Центрифужные пробирки 2 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431048. 
3.11. Центрифужные пробирки 5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

0030119460. 
3.12. Наконечники пипеток, стерильные, с фильтром (20, 200, 1000 мкл или другого соответствую-

щего объема), например: Rainin кат. № 30389226, 30389240, 30398213. 
3.13. 96-луночные планшеты для ПЦР, Applied Biosystems, кат. № 4483343, 4483354, 4483349, 

4483350, 4483395 или эквивалент. 
3.14. Оптическая адгезивная пленка Micro Amp, Applied Biosystems, кат. № 4311971 или эквивалент. 
3.15. Емкости для реагентов без РНКаз/ДНКаз, например: VistaLabs кат. № 3054-1002. 
4.0. Меры предосторожности. 
4.1. При работе в лаборатории использовать надлежащие СИЗ. 
4.2. При работе с опасными химическими веществами следовать специальным инструкциям для 

конкретных условий работы. Более подробную информацию см. в паспорте безопасности производителя. 
4.3. Все стадии отбора проб пипетками необходимо осуществлять с использованием асептических 
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методик в боксе биологической безопасности. Проводящим анализ рекомендуется использовать однора-
зовые нарукавники при выполнении всех стадий процедуры, чтобы свести к минимуму риск загрязнения 
любых материалов или реагентов. 

6.0. Процедура. 
Примечание. Аттестация олигонуклеотидов производится как мультиплексного набора (трансген 

BCMA и hALB). Партия олигонуклеотидов считается израсходованной, после того как будет использо-
вана последняя аликвота любого из 6 олигонуклеотидов. Не следует смешивать и комбинировать олиго-
нуклеотиды из одного прошедшего аттестацию набора с другим. Любые остающиеся олигонуклеотиды 
из ранее прошедшего аттестацию набора, который был израсходован, должны быть утилизированы. 

6.1. Заказать олигонуклеотиды трансгена BCMA и олигонуклеотиды hALB (см. последовательности 
в табл. 9). 

Таблица 9 
Олигонуклеотиды трансгенной кПЦР 

 
6.2. Олигонуклеотиды будут поставляться изготовителем в лиофилизованной форме вместе со спе-

цификациями для каждого олигонуклеотида. Хранить лиофилизованные олигонуклеотиды при -20°C до 
готовности к разведению. Лиофилизованные олигонуклеотиды могут храниться при -20°C в течение до 
12 месяцев. Примечание. На получение олигонуклеотидов от производителя в среднем требуется по 
меньшей мере 2 недели. Поэтому всегда следует хранить по меньшей мере один резервный лиофилизо-
ванный набор олигонуклеотидов, чтобы свести к минимуму последствия для тестирования образцов в 
случае возникновения проблем с новой или аттестованной партией образцов. 

6.3. Разведение олигонуклеотидов. 
6.3.1. Извлечь исходные лиофилизованные олигонуклеотиды из хранилища при -20°C и центрифу-

гировать при 10000×g в течение 30 сек, чтобы прежде чем открывать пробирки убедиться в том, что все 
исходные олигонуклеотиды находятся на дне пробирок. Не следует открывать пробирки до центрифуги-
рования, чтобы предотвратить потери любого олигонуклеотида, который переместился со дна пробирки 
во время транспортировки. 

6.3.2. Развести каждый олигонуклеотид до 100 мкМ исходного раствора с использованием буфера 
TE с низким содержанием EDTA следующим образом. 

6.3.2.1. Определить количество каждого олигонуклеотида в наномолях, указанное в отдельной спе-
цификации нуклеотида. 

6.3.2.2. Умножить количество наномолей на 10, чтобы получить объем буфера TE, который должен 
быть добавлен в пробирку олигонуклеотида для получения исходного раствора с концентрацией 100 
мкМ. 

6.3.2.3. Добавить объем буфера TE, рассчитанный на стадии 11.3.2.2, к каждому олигонуклеотиду в 
пробирку с соответствующим олигонуклеотидом. 

6.3.2.4. Перемешать в вихревой мешалке содержимое каждой пробирки с олигонуклеотидом в тече-
ние непродолжительного времени, чтобы полностью ресуспендировать лиофилизованный олигонуклео-
тид в буфере TE. 

6.3.2.5. Проверить пробирки с праймерами, чтобы убедиться в том, что весь лиофилизованный оли-
гонуклеотид полностью растворен в буфере TE. Если окажется, что в смеси присутствуют какие-либо 
частицы олигонуклеотида, которые не полностью растворились в буфере TE, пробирки можно выдер-
жать при 55°C в течение 1-5 мин, чтобы ускорить ресуспендирование. После нагревания содержимое 
пробирок снова перемешивают в вихревой мешалке в течение непродолжительного времени. 

6.3.3. Разбавление исходных растворов 100 мкМ до концентраций рабочего исходного раствора 
олигонуклеотида. 
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6.3.3.1. Разбавить исходные растворы 100 мкМ праймеров до 10 мкМ рабочих исходных растворов 
с использованием буфера TE с низким содержанием EDTA. 

6.3.3.2. Разбавить исходные растворы 100 мкМ зондов до 10 мкМ рабочих исходных растворов с 
использованием буфера TE с низким содержанием EDTA. 

Таблица 10 
Пример разбавления 100 мкМ исходного раствора олигонуклеотида до  

концентраций рабочего исходного раствора 

 
6.3.3.3. Приготовить аликвоты 20 мкл для всех праймеров и аликвоты 35 мкл для всех зондов в про-

бирках 0,5 мл с завинчивающейся крышкой. Установленных объемов аликвот достаточно для половины 
планшета для анализа ПЦР. При необходимости могут быть приготовлены аликвоты праймеров и зондов 
больших объемов, достаточные для полного планшета для анализа. 

6.3.3.4. Нанести метки на все аликвоты с минимальной информацией. 
6.3.3.4.1. Наименование олигонуклеотида. 
6.3.3.4.2. Концентрация в мкМ. 
6.3.3.4.3. № партии. 
6.3.3.4.4. Срок годности (1 год с момента разведения). 
6.3.3.4.5. Хранить все рабочие исходные растворы при -20°C. 
6.3.4. Аттестация новых партий олигонуклеотидов. 
6.3.4.1. Только что прошедшую аттестацию партию олигонуклеотидов и новую партию олигонук-

леотидов исследуют в ходе как минимум 3 независимых анализов трансгенной кПЦР с использованием 
аттестованной партии стандарта № 1, среднего и слабого контролей в соответствии со следующим про-
токолом. 

6.3.4.1.1. Готовят две основные смеси для каждого из 3 анализов, одна основная смесь будет приго-
товлена с использованием аттестованной только что партии олигонуклеотидов, а вторая основная смесь 
будет приготовлена с использованием новой партии олигонуклеотидов. 

6.3.4.1.2. Загрузить планшет кПЦР в соответствии со схемой планшета. 
6.3.4.1.3. Открыть "Oligo Qualification.edt" template", выбрать "Save As", ввести соответствующее 

имя эксперимента кПЦР и сохранить как файл a.eds. He перезаписывать файл шаблона. 
6.3.4.1.4. Загрузить и проанализировать планшет кПЦР в соответствии с протоколом. 
6.3.4.2. В разделе Setup выбрать Assign. Выделить лунки D1-E12, кликнуть правой кнопкой и вы-

брать omit. Это позволит исключить реакции новой партии олигонуклеотида из анализа. Выделить весь 
планшет и кликнуть Analyze. 

6.3.4.3. Вывести на печать данные отчета в PDF и указать, что они относятся к анализу прошедшей 
аттестацию партии олигонуклеотидов. 

6.3.4.3.1. Должны быть удовлетворены все критерии соответствия, описанные в DSTMD-24448. В 
случае если любой из этих критериев соответствия не удовлетворен, анализ является недостоверным, и 
его необходимо повторить. Отразить любые недостоверные анализы в отчете аттестации реагента. 

6.3.4.4. В разделе Setup выбрать Assign. Выделить лунки D1-E12, кликнуть правой кнопкой и вы-
брать include. Выделить лунки A1-B12, кликнуть правой кнопкой и выбрать omit. Это позволит исклю-
чить реакции прошедшей аттестацию партии олигонуклеотида из анализа. Выделить весь планшет и 
кликнуть Analyze. 

6.3.4.5. Вывести на печать данные отчета в PDF и указать, что они относятся к анализу новой пар-
тии олигонуклеотидов. 

6.3.4.5.1. Все результаты анализа новой партии олигонуклеотидов должны удовлетворять всем кри-
териям соответствия анализа, описанным в настоящем документе. 

6.3.4.5.2. Провести расчет % отличия средних значений Ct для каждого стандарта в реакциях про-
шедшей аттестацию и новой партии олигонуклеотидов следующим образом: 

 
6.3.4.5.3. Все % отличия должны быть ≤1,60%. 
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6.3.4.6. Все достоверные прошедшие аттестацию анализы должны удовлетворять критериям Ct % 
отличия, чтобы новая партия олигонуклеотида проходила аттестацию. 

6.3.4.7. Если новая партия не удовлетворяет критериям соответствия, партия не проходит аттеста-
цию и должна быть утилизирована. Приготовить еще одну новую партию олигонуклеотидов и провести 
аттестацию новой партии. 

Получение рабочих исходных расходов линейной плазмиды LiCAR. 
1.0. Цель. 
1.1. В настоящем примере описана примерная процедура линеаризации плазмиды LiCAR и пересче-

та концентраций плазмиды мг/мл в число копий/мкл, чтобы приготовить рабочие исходные растворы 
линейной плазмиды для применения в получении стандартов и контролей для метода трансгенной кПЦР. 

2.0. Оборудование. 
2.1. Центрифуга, способная центрифугировать микроцентрифужные пробирки 1,5 мл и 5 мл (на-

пример: Beckman Coulter, Allegra X-14R с ротором SX4750 с адаптером для микроцентрифужных проби-
рок 1,5 мл). 

2.2. Прибор для электрофореза, например Lonza FlashGel DNA System и FlashGel Dock или устрой-
ство Invitrogen E-Gel Electrophoresis. 

2.3. Морозильная камера с температурой -70°C. 
2.4. Холодильник или холодильная камера, способные поддерживать температуру 2-8°C. 
2.5. Калиброванные одноканальные пипетки (20, 100, 200, 1000 мкл или другого соответствующего 

объема), например: пипетки Rainin. 
2.6. Флуориметр Qubit 4, Invitrogen кат. № Q33226. 
2.7. Термоблок, способный поддерживать температуру 37°C и подходящий для микроцентрифуж-

ных пробирок 1,5 мл. 
2.8. Бокс биологической безопасности. 
2.9. Вихревая мешалка. 
3.0. Материалы. 
Примечание. Материалы с оговоркой "например" могут быть заменены аналогичными материалами 

без предварительной сертификации. Для материалов с оговоркой "или эквивалент" до использования для 
тестирования образцов необходимо подтвердить эквивалентность альтернативной замены. 

3.1. Исходный раствор плазмиды pLLV-LICAR2SIN LiCAR. 
3.2. Вода без ДНКаз/РНКаз, например: Invitrogen кат. № 10977015. 
3.3. EcoRI HF Enzyme, New England Biolabs кат. № R3101S или эквивалент. 
3.4. Набор GeneJet Gel Extraction & DNA Cleanup, ThermoFisher, кат. № K0831 или эквивалент. 
3.5. Предварительно сформованные гели для электрофореза, например Lonza FlashGel DNA Cassette 

или Invitrogen E-Gels, подходящие для разрешения высокомолекулярных полос (например: FlashGel DNA 
Cassettes, 1,2% 12+1 один уровень, Lonza кат. № 57023). 

3.6. Маркер молекулярной массы и длины ДНК, приемлемый для определения размера полос по 
меньшей мере 8000 т.п.н. (например: E-Gel 1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen кат. № 10488090) 1.1 1,5 мл 
центрифужные пробирки, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 022431021 1.2 2 мл 
центрифужные пробирки, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 022431048 

3.7. Центрифужные пробирки 5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 
0030119460. 

3.8. 1X буфер TE с низким содержанием EDTA, pH 8,0, без РНКаз/ДНКаз, например: Quality Bio-
logical кат. № 351-324-721. 

3.9. Центрифужные пробирки 0,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: микроцентрифуж-
ные пробирки с завинчивающейся крышкой VWR кат. № 89004-286 или Eppendorf кат. № 022431005. 

3.10. Наконечники пипеток, стерильные, с фильтром (20, 200, 1000 мкл или другого соответствую-
щего объема), например: Rainin кат. № 30389226, 30389240, 30398213. 

4.0. Меры предосторожности. 
4.1. При работе в лаборатории использовать надлежащие СИЗ. 
4.2. При работе с опасными химическими веществами следовать специальным инструкциям для 

конкретных условий работы. Более подробную информацию см. в паспорте безопасности производителя. 
4.3. Все стадии отбора проб пипетками необходимо осуществлять с использованием асептических 

методик в боксе биологической безопасности. Проводящим анализ рекомендуется использовать однора-
зовые нарукавники при выполнении всех стадий процедуры, чтобы свести к минимуму риск загрязнения 
любых материалов или реагентов. 

5.0. Процедура. 
5.1. Предварительно нагреть термоблок до 37°C, прежде чем начинать расщепление плазмиды. 
5.2. Разморозить виалу с исходным раствором плазмиды LiCAR. 
5.3. Определить концентрацию ДНК LiCAR с использованием флуориметра Qubit 4 и в соответст-

вии с процедурой, описанной в настоящем документе. Может потребоваться разбавление исходного рас-
твора плазмиды, чтобы она находилась в диапазоне набора Qubit dsDNA BR (2-1000 нг ДНК). 
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5.4. Разбавить необходимое количество плазмиды, требуемое для расщепления 0,09 мкг/мкл плаз-
мидной ДНК в воде. 

Например: концентрацию исходного раствора 1,24 мкг/мкл разбавляют до 0,09 мкг/мкл, добавляя 
3,63 мкл плазмидной ДНК в 46,37 мкл воды без ДНКаз/РНКаз. 

5.5. Приготовить реакционную смесь ферментативного расщепления EcoRI HF при комнатной тем-
пературе и добавить каждый реагент в порядке, указанном в табл. 11. 

Таблица 11 
Протокол расщепления EcoRI HF плазмиды LiCar 

 
Примечание. Множество реакций ферментативного расщепления с 50 мкл при необходимости мо-

гут проводиться несколько раз, чтобы получить достаточное количество линеаризованной ДНК для при-
готовления рабочего исходного раствора плазмиды LiCAR для получения стандартов и контролей. 

5.6. Сохранить по меньшей мере 5 мкл нерасщепленной плазмидной ДНК, которые могут служить в 
качестве контроля интактной плазмидной ДНК в гель-электрофорезе. 

5.7. Осторожно перемешать содержимое пробирок для расщепления, набирая в пипетку, или слегка 
щелкнув по пробирке (не перемешивайте реакционную смесь в вихревой мешалке). Быстро центрифуги-
ровать реакционную смесь в течение 5 с при 300×g. 

5.8. Инкубировать пробирки в термоблоке при 37°C в течение 15 мин. 
5.9. Провести очистку расщепленной плазмидной ДНК с помощью мини-набора экстракции и очи-

стки ДНК GeneJet Gel. 
Примечание. Объем, использованный для очистки ДНК, не должен превышать 200 мкл, а суммар-

ное количество очищенной плазмидной ДНК не должно превышать 10 мкг. Если суммарный объем пре-
вышает 200 мкл, разделить объем равным образом на 2 или более пробирки, прежде чем продолжать 
следующие стадии очистки. 

5.10. Перед началом процедуры очистки ДНК при вскрытии GenJet добавить 96-100%-й этанол во 
флаконы промывочного буфера в соответствии с указаниями на каждом флаконе. Подтвердить добавле-
ние этанола, указав дату добавления и инициалы на этикетке. Хранить промывочные буферы с этанолом 
при комнатной температуре. Также перед применением проверить все растворы в наборе на возможное 
осаждение соли. Растворить любые осадки путем нагревания растворов до 37°C с последующим уравно-
вешиванием до комнатной температуры перед использованием. 

Примечание. Колонки для очистки ДНК должны храниться при 2-8°C после доставки набора, а 
также если колонки не используются. После каждого применения убедиться в том, что пакет с колонка-
ми для очистки ДНК плотно закрыт. 

5.11. Скорректировать объем реакционной смеси до 200 мкл, добавляя воду без ДНКаз/РНКаз. На-
пример: добавить 150 мкл воды к 50 мкл смеси расщепленной ДНК. 

5.12. Добавить 100 мкл связывающего буфера. Тщательно перемешать, набирая в пипетку. 
5.13. Добавить 300 мкл этанола (96-100%) и перемешать, набирая в пипетку. 
5.14. Перенести смесь в микроколонку для очистки ДНК и пробирку-сборник. Центрифугировать 

колонку в течение 1 мин при 14000×g. Утилизировать фильтрат колонки. Вновь установить микроколон-
ку для очистки ДНК в пробирке-сборнике. В альтернативном варианте осуществления пробирку можно 
установить в 2 мл микроцентрифужной пробирке и утилизировать пробирку-сборник. 

5.15. Добавить 700 мкл промывного буфера (с добавкой этанола) в колонку и центрифугировать в 
течение 1 мин 14000×g. Утилизировать фильтрат и вернуть колонку в пробирку-сборник. В альтернатив-
ном варианте осуществления пробирку можно установить в 2 мл микроцентрифужной пробирке и утили-
зировать пробирку-сборник. 

5.16. Выполнить еще одну стадию промывки, добавив 700 мкл промывного буфера в колонку и цен-
трифугировать в течение 1 минуты 14000×g. Утилизировать фильтрат и вернуть колонку в ту же пробир-
ку-сборник. В альтернативном варианте осуществления пробирку можно установить в 2 мл микроцен-
трифужной пробирке и утилизировать пробирку-сборник. 

5.17. Центрифугировать колонку еще 1 минуту при 14000×g, чтобы полностью удалить любые ос-
татки промывочного буфера. 

5.18. Перенести колонку в чистую 1,5 мл микроцентрифужную пробирку и добавить 10 мкл элюи-
рующего буфера (поставляемого с набором GeneJet) в центр колонки. Не следует касаться или прокалы-
вать кремнеземную мембрану наконечником пипетки. 

5.19. Центрифугировать в течение 1 мин при 14000×g для элюирования ДНК. 
5.20. Убедиться в расщеплении плазмиды VSV-G, проведя гель-электрофорез исходной кольцевой 
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(нерасщепленной ДНК) и линеаризованной ДНК. Рекомендуется проводить разбавление исходного рас-
твора линеаризованной плазмиды для применения в гель-электрофорезе, чтобы сохранить максимально 
возможное количество линеаризованной плазмиды. 

5.21. Определить концентрацию очищенной линейной плазмидной ДНК VSV-G с использованием 
флуориметра Qubit 4 и в соответствии с процедурой, описанной ранее в настоящем документе. 

5.22. Преобразовать концентрацию линейной плазмиды, определенную на стадии 5.21, в число ко-
пий/мкл плазмиды LiCAR следующим образом: 

 
Например: концентрация раствора ДНК LiCAR составляет 1,03 мкг/мкл. 

 
5.23. Разбавить исходный раствор плазмиды до рабочей концентрации, подходящей для получения 

стандарта и контролей в буфере TE с низким содержанием EDTA. 
5.24. Разбавить исходный раствор линейной плазмиды LiCAR в буфере TE с низким содержанием 

EDTA в зависимости от необходимости приготовить рабочий исходный раствор линейной плазмиды Li-
CAR, подходящий для получения стандартов и контролей. 

5.25. Подготовить соответствующие по объему одноразовые аликвоты рабочей концентрации плаз-
миды с меткой, содержащей минимальную информацию. 

5.25.1. Линейная плазмида. 
5.25.2. Концентрация плазмиды в числе копий/мкл. 
5.25.3. Объем аликвоты. 
5.25.4. Срок хранения. 
5.26. Плазмиды стабильны в течение 12 месяцев при -70°C. 
Получение и аттестация новых партий стандартов. 
1.0. Цель. 
1.1. Описан пример процедуры получения и аттестации новых партий стандартов для метода транс-

генной кПЦР. 
2.0. Оборудование. 
2.1. Центрифуга, способная центрифугировать микроцентрифужные пробирки 1,5 мл (например: 

Beckman Coulter, Allegra X-14R с ротором SX4750 и поворотным держателем для 96-луночного планшета 
и адаптеры для микроцентрифужных пробирок 1,5 мл). 

2.2. Система для ПЦР в реальном времени QuantStudio 6. 
2.3. Морозильная камера с температурой -20°C. 
2.4. Морозильная камера с температурой -70°C. 
2.5. Калиброванные 8- или 12-канальные пипетки (20, 50 мкл или другого соответствующего объе-

ма), например: пипетки Rainin. 
2.6. Калиброванные одноканальные пипетки (20, 100, 200, 1000 мкл или другого соответствующего 

объема), например: пипетки Rainin. 
2.7. Холодильник или холодильная камера, способные поддерживать температуру 2-8°C. 
2.8. Программное обеспечение QuantStudio PCR вер. 1.3 или выше. 
2.9. Термоблок, способный поддерживать температуру 55°C и подходящий для микроцентрифуж-

ных пробирок 1,5 мл. 
2.10. Вихревая мешалка. 
2.11. Бокс биологической безопасности. 
3.0. Материалы. 
Примечание. Материалы с оговоркой "например" могут быть заменены аналогичными материалами 

без предварительной сертификации. Для материалов с оговоркой "или эквивалент" до использования для 
тестирования образцов следует подтвердить эквивалентность альтернативной замены. 

3.1. Вода без ДНКаз/РНКаз, например: Invitrogen кат. № 10977015. 
3.2. Основная смесь TaqPath ProAmp, ThermoFisher кат. № A30866 или эквивалент. 
3.3. Конгломераты имитационных T-клеток с 2×106-4×106 клеток в каждом конгломерате. 
3.4. Сертифицированная партия трансгена BCMA и праймеры и зонды ALB, специально созданные 

последовательности от IDT или эквивалент. 
3.5. Сертифицированная партия трансгена BCMA стандарт № 1 
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3.6. Сертифицированная партия среднего и слабого контроля трансгена BCMA. 
3.7. Аликвота рабочего исходного раствора pLLV-LICAR2SIN. 
3.8. 1X буфер TE с низким содержанием EDTA, pH 8,0, без РНКаз/ДНКаз, например: Quality Bio-

logical кат. № 351-324-721. 
3.9. Центрифужные пробирки 0,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: микроцентрифуж-

ные пробирки с завинчивающейся крышкой VWR кат. № 89004-286 или Eppendorf кат. № 022431005. 
3.10. Центрифужные пробирки 1,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431021. 
3.11. Центрифужные пробирки 2 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431048. 
3.12. Центрифужные пробирки 5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

0030119460. 
3.13. Наконечники пипеток, стерильные, с фильтром (20, 200, 1000 мкл или другого соответствую-

щего объема), например: Rainin кат. № 30389226, 30389240, 30398213. 
3.14. 96-луночные планшеты для ПЦР, Applied Biosystems, кат. № 4483343, 4483354, 4483349, 

4483350, 4483395 или эквивалент. 
3.15. Оптическая адгезивная пленка Micro Amp, Applied Biosystems, кат. № 4311971 или эквивалент. 
3.16. Емкости для реагентов без РНКаз/ДНКаз, например: VistaLabs кат. № 3054-1002. 
4.0. Меры предосторожности. 
4.1. При работе в лаборатории использовать надлежащие СИЗ. 
4.2. При работе с опасными химическими веществами следовать специальным инструкциям для 

конкретных условий работы. Более подробную информацию см. в паспорте безопасности производителя. 
4.3. Все стадии отбора проб пипетками необходимо осуществлять с использованием асептических 

методик в боксе биологической безопасности. Проводящим анализ рекомендуется использовать однора-
зовые нарукавники при выполнении всех стадий процедуры, чтобы свести к минимуму риск загрязнения 
любых материалов или реагентов. 

5.0. Процедура. 
5.1. Выделенная гДНК из конгломератов имитационных T-клеток в соответствии с протоколом, ра-

нее описанным в настоящем документе. Имитационные T-клетки должны быть получены по способу 
производства CAR T, но без трансдукции лентивектора. 

5.2. Для выделения необходимого количества гДНК будут использованы несколько кремнеземных 
колонок экстракции ДНК. Объединить элюированную ДНК из всех колонок, чтобы получить один ис-
ходный раствор имитационной гДНК T-клетки до количественного определения. 

5.3. После количественного определения убедиться в том, что выделено достаточное количество 
гДНК для приготовления нескольких аликвот, достаточных для обеспечения по меньшей мере 4 месяцев 
тестирования. 

5.3.1. Если при первоначальном выделении гДНК не получено достаточное количество гДНК для 
приготовления достаточно большой партии, которая может использоваться по меньшей мере 4 месяца, 
можно выделить дополнительное количество конгломератов имитационных T-клеток, объединить с пер-
воначальным исходным раствором имитационной ДНК T-клетки и провести количественное определе-
ние объединенного исходного раствора с использованием Qubit. 

5.4. Стандарт № 1 готовят из имитационной ДНК T-клетки в концентрации 0,05 мкг/мкл с добавкой 
плазмиды pLLV-LICAR2SIN (плазмида LiCAR), так чтобы 5 мкл стандарта № 1 содержало 121 212,1212 
копий плазмиды LiCAR. 

5.4.1 Определить общий объем стандарта № 1, который может быть приготовлен из исходного рас-
твора имитационной ДНК T-клетки, следующим образом: 

 
Например: после количественного определения ДНК остается приблизительно 397,0 мкл имитаци-

онной гДНК T-клетки. Концентрация гДНК составляет 0,0853 мкг/мкл. 392,0 мкл гДНК будет взято для 
приготовления стандарта № 1. 

 
5.4.2. Затем определить объем буфера TE с низким содержанием EDTA + плазмида, необходимое 

для разбавления гДНК до 0,05 мкг/мкл, следующим образом: 

 
Например: 392,0 мкл гДНК из исходного раствора гДНК будет взято для приготовления суммарно-

го объема 668,8 мкл стандарта № 1. 

 
5.4.3. Затем определить объем только плазмиды, необходимый для достижения 121 212,121 копий 

плазмиды LiCAR на 5 мкл стандарта № 1, следующим образом: 
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Например: Суммарный объем стандарта № 1 составляет 668,8 мкл. Рабочий исходный раствор 

плазмиды LiCAR с 1,1035×106 копий/мкл. 

 
5.4.4. Наконец, определить объем буфера TE с низким содержанием EDTA, необходимой для при-

готовления суммарного объема стандарта № 1. 

 
Например: суммарный объем 668,8 мкл стандарта № 1 из 392,0 мкл имитационной гДНК T-клетки и 

14,7 мкл плазмиды LiCAR. 

 
5.5. Начать приготовление стандарта № 1, перенося определенный объем исходного раствора ими-

тационной гДНК T-клетки в пробирку без ДНКаз/РНКаз подходящего объема, достаточного для приго-
товления суммарного объема стандарта № 1 (рассчитывается на стадии 5.4.1). 

5.6. В пробирку после стадии 5.5 добавить объем буфера TE с низким содержанием EDTA, рассчи-
танный на стадии 5.4.4. 

5.7. Затем добавить объем плазмиды LiCAR, рассчитанный на стадии 5.4.3. Перемешать содержи-
мое пробирки в вихревой мешалке в течение непродолжительного времени. 

5.8. Приготовить 20 мкл одноразовых аликвот стандарта № 1 с меткой, содержащей минимальную 
информацию. 

5.8.1. Стандарт № 1 трансгена BCMA. 
5.8.2. № партии. 
5.8.3. Дата приготовления стандарта № 1. 
5.9. Хранить все одноразовые аликвоты при -20°C. 
5.9.1. Аттестация новых партий стандарта № 1. 
5.9.1.1. Только что прошедший аттестацию стандарт № 1 и новую партию стандарта № 1 исследуют 

в ходе как минимум 3 независимых анализов трансгенной кПЦР с использованием аттестованной партии 
олигонуклеотидов, среднего и слабого контролей в соответствии с протоколом, ранее описанным в на-
стоящем документе, следующим образом. 

5.9.1.1.1. Одну основную смесь готовят для всех образцов стандарта и контролей. 
5.9.1.1.2. Построить две стандартные кривые по 5 точкам, одну с использованием прошедшей атте-

стацию партии стандарта № 1, а вторую с использованием новой партии стандарта № 1. 
5.9.1.1.3. Загрузить планшет кПЦР в соответствии со схемой планшета. 
5.9.1.1.4. Открыть "Standard Qualification.edt" template", выбрать "Save As", ввести соответствующее 

имя эксперимента кПЦР и сохранить как файл a.eds. He перезаписывать файл шаблона. 
5.9.1.1.5. Загрузить и проанализировать планшет кПЦР в соответствии с протоколом, описанным в 

настоящем документе. 
5.9.1.2. В разделе Setup выбрать Assign. Выделить лунки C1-D12, кликнуть правой кнопкой и вы-

брать omit. Это позволит исключить стандартную кривую для новой партии стандарта № 1 из анализа. 
Выделить весь планшет и кликнуть Analyze. 

5.9.1.3. Вывести на печать данные отчета в PDF и указать, что они относятся к анализу прошедшей 
аттестацию партии стандарта № 1. 

5.9.1.3.1. Должны быть выполнены все критерии соответствия, описанные в настоящем документе. 
В случае несоответствия по любому из этих критериев соответствия, анализ является недостоверным, и 
его необходимо повторить. Отразить любые недостоверные анализы в отчете аттестации реагента. 

5.9.1.4. В разделе Setup выбрать Assign. Выделить лунки C1-D3, кликнуть правой кнопкой и вы-
брать include. Выделить лунки A1-B3, кликнуть правой кнопкой и выбрать omit. Это позволит исключить 
стандартную кривую для прошедшей аттестацию партии стандарта № 1 из анализа. Выделить весь план-
шет и кликнуть Analyze. 

5.9.1.5. Вывести на печать данные отчета в PDF и указать, что они относятся к анализу новой пар-
тии стандарта № 1. 

5.9.1.5.1. Все результаты анализа новой партии стандарта № 1 должны удовлетворять всем критери-
ям соответствия анализа, описанным в настоящем документе. 

5.9.1.6. Для соответствия требованиям аттестации среднее по результатам всех трех измерений 
VCN/клетка для среднего и слабого контролей по всем достоверным прошедшим аттестацию анализам 
должны составлять ≤20% ожидаемых результатов VCN/клеток для новых партий стандарта № 1. 

Получение и аттестация новых партий среднего и слабого контролей. 
1.0. Цель. 
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1.1. Описан пример процедуры получения и аттестации новых партий стандартов для метода транс-
генной кПЦР. 

2.0. Оборудование. 
2.1 Центрифуга, способная центрифугировать микроцентрифужные пробирки 1,5 мл (например: 

Beckman Coulter, Allegra X-14R с ротором SX4750 и поворотным держателем для 96-луночного планшета 
и адаптеры для микроцентрифужных пробирок 1,5 мл). 

2.2 Система для ПЦР в реальном времени QuantStudio 6. 
2.3 Морозильная камера с температурой -20°C. 
2.4 Морозильная камера с температурой -70°C. 
2.5 Калиброванные 8- или 12-канальные пипетки (20, 50 мкл или другого соответствующего объе-

ма), например: пипетки Rainin. 
2.6 Калиброванные одноканальные пипетки (20, 100, 200, 1000 мкл или другого соответствующего 

объема), например: пипетки Rainin. 
2.7. Холодильник или холодильная камера, способные поддерживать температуру 2-8°C. 
2.8 Программное обеспечение QuantStudio PCR вер. 1.3 или выше. 
2.9. Термоблок, способный поддерживать температуру 55°C и подходящий для микроцентрифуж-

ных пробирок 1,5 мл. 
2.10. Вихревая мешалка. 
2.11. Бокс биологической безопасности. 
3.0. Материалы. 
Примечание. Материалы с оговоркой "например" могут быть заменены аналогичными материалами 

без предварительной сертификации. Для материалов с оговоркой "или эквивалент" до использования для 
тестирования образцов следует подтвердить эквивалентность альтернативной замены. 

3.1. Вода без ДНКаз/РНКаз, например: Invitrogen кат. № 10977015. 
3.2. Основная смесь TaqPath ProAmp, ThermoFisher кат. № A30866 или эквивалент. 
3.3. Конгломераты имитационных T-клеток с 2×106-4×106 клеток в каждом конгломерате. 
3.4. Сертифицированная партия трансгена BCMA и праймеры и зонды ALB, специально созданные 

последовательности от IDT или эквивалент. 
3.5. Сертифицированная партия трансгена BCMA стандарт № 1. 
3.6. Сертифицированная партия среднего и слабого контроля трансгена BCMA. 
3.7. Аликвота рабочего исходного раствора pLLV-LICAR2SIN. 
3.8. 1X буфер TE с низким содержанием EDTA, pH 8,0, без РНКаз/ДНКаз, например: Quality Bio-

logical кат. № 351-324-721. 
3.9. Центрифужные пробирки 0,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: микроцентрифуж-

ные пробирки с завинчивающейся крышкой VWR кат. № 89004-286 или Eppendorf кат. № 022431005. 
3.10. Центрифужные пробирки 1,5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431021. 
3.11. Центрифужные пробирки 2 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

022431048. 
3.12. Центрифужные пробирки 5 мл, стерильные, без РНКаз/ДНКаз, например: Eppendorf кат. № 

0030119460. 
3.13. Наконечники пипеток, стерильные, с фильтром (20, 200, 1000 мкл или другого соответствую-

щего объема), например: Rainin кат. № 30389226, 30389240, 30398213. 
3.14. 96-луночные планшеты для ПЦР, Applied Biosystems, кат. № 4483343, 4483354, 4483349, 

4483350, 4483395 или эквивалент. 
3.15. Оптическая адгезивная пленка Micro Amp, Applied Biosystems, кат. № 4311971 или эквивалент. 
3.16. Емкости для реагентов без РНКаз/ДНКаз, например: VistaLabs кат. № 3054-1002. 
4.0. Меры предосторожности. 
4.1. При работе в лаборатории использовать надлежащие СИЗ. 
4.2. При работе с опасными химическими веществами следовать специальным инструкциям для 

конкретных условий работы. Более подробную информацию см. в паспорте безопасности производителя. 
4.3. Все стадии отбора проб пипетками необходимо осуществлять с использованием асептических 

методик в боксе биологической безопасности. Проводящим анализ рекомендуется использовать однора-
зовые нарукавники при выполнении всех стадий процедуры, чтобы свести к минимуму риск загрязнения 
любых материалов или реагентов. 

5.0. Процедура. 
5.1. Выделенная гДНК из конгломератов имитационных T-клеток в соответствии с протоколом, ра-

нее описанным в настоящем документе. Имитационные T-клетки должны быть получены по способу 
производства CAR T, но без трансдукции лентивектора. 

5.2. Для выделения необходимого количества гДНК будут использованы несколько кремнеземных 
колонок экстракции ДНК. Объединить элюированную ДНК из всех колонок, чтобы получить один ис-
ходный раствор имитационной гДНК T-клетки до количественного определения. 
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5.3. После количественного определения убедиться в том, что выделено достаточное количество 
гДНК для приготовления нескольких аликвот, достаточных для обеспечения по меньшей мере 4 месяцев 
тестирования. Слабый контроль представляет собой 1:10 разбавление среднего контроля с использовани-
ем 0,02 мкг/мкл имитационной гДНК T-клетки в качестве разбавителя. Слабые и средние контроли не-
обязательно готовить вместе из одного и того же исходного раствора имитационной гДНК T-клетки, но 
если их готовят одновременно, необходимо будет сохранить часть исходного раствора выделенной ими-
тационной ДНК T-клетки для приготовления слабого контроля. Пример, показанный в приведенных ни-
же стадиях, иллюстрирует порядок приготовления среднего и слабого контроля из одного и того же ис-
ходного раствора имитационной гДНК T-клетки. 

5.3.1. Если при первоначальном выделении гДНК не получено достаточное количество гДНК для 
приготовления достаточно большой партии обоих контролей, которая может использоваться по меньшей 
мере 4 месяца, можно выделить дополнительное количество конгломератов имитационных T-клеток, 
объединить с первоначальным исходным раствором имитационной ДНК T-клетки и провести количест-
венное определение объединенного исходного раствора с использованием Qubit. 

5.4. Средний контроль трансгена BCMA готовят из имитационной ДНК T-клетки в концентрации 
0,02 мкг/мкл с добавкой плазмиды pLLV-LICAR2SIN (также называемой в настоящем документе плаз-
мидой "LiCAR"), так чтобы 5 мкл среднего контроля содержало 30 303,030 копий плазмиды LiCAR. Это 
соответствует числу копий вектора 2,00 копий/клетка в 5 мкл контроля. 

5.4.1. Определить общий объем слабого контроля, который может быть приготовлен из исходного 
раствора имитационной ДНК T-клетки, следующим образом. 

 
Например: после количественного определения ДНК остается приблизительно 547,0 мкл имитаци-

онной гДНК T-клетки. Концентрация гДНК составляет 0,0913 мкг/мкл. 298 мкл гДНК будет взято для 
приготовления среднего контроля. 

 
5.4.2. Затем определить объем буфера TE с низким содержанием EDTA + плазмида, необходимое 

для разбавления гДНК до 0,02 мкг/мкл, следующим образом: 

 
Например: 298,0 мкл гДНК из исходного раствора гДНК будет взято для приготовления суммарно-

го объема 1360,4 мкл среднего контроля. 

 
5.4.3. Затем определить объем одной только плазмиды, необходимый для достижения 30 303,0303 

копий плазмиды LiCAR на 5 мкл среднего контроля, следующим образом. 

 
Например: Суммарный объем среднего контроля составляет 1360,4 мкл. Рабочий исходный раствор 

плазмиды LiCAR с 1,1035×106 копий/мкл. 

 
5.4.4. Наконец, определить объем буфера TE с низким содержанием EDTA, необходимый для при-

готовления суммарного объема среднего контроля. 

 
Например: Суммарный объем 1360,4 мкл среднего контроля из 298 мкл имитационной гДНК T-

клетки и 7,5 мкл плазмиды LiCAR. 

 
5.5. Приготовить средний контроль, перенося определенный объем исходного раствора имитацион-

ной гДНК T-клетки в пробирку без ДНКаз/РНКаз подходящего объема, достаточного для приготовления 
суммарного объема среднего контроля (рассчитывается на стадии 5.4.1). 

5.6. В пробирку после стадии 5.5 добавить объем буфера TE с низким содержанием EDTA, рассчи-
танный на стадии 5.4.4. 

5.7. Затем добавить объем плазмиды LiCAR, рассчитанный на стадии 5.4.3. Перемешать содержи-
мое пробирки в вихревой мешалке в течение непродолжительного времени. 

5.8. Приготовить слабый контроль из среднего контроля, разбавляя средний контроль 1:10 с ис-
пользованием 0,02 мкг/мкл имитационной гДНК T-клетки в качестве разбавителя. Например: пригото-
вить 1230,0 мкл суммарного объема слабого контроля из исходного раствора среднего контроля. 
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В качестве примера можно привести порядок приготовления слабого и среднего контролей из одно-

го исходного раствора имитационной гДНК T-клетки, а остальной объем среднего контроля будет ис-
пользован в качестве новой партии среднего контроля. 

 
5.9. Определить количество 0,02 мкг/мкл имитационной гДНК T-клетки, необходимое для приго-

товления требуемого суммарного объема слабого контроля. Например: Суммарный объем исходного 
раствора слабого контроля, который будет приготовлен, составляет 1230,0 мкл и получается разбавлени-
ем среднего контроля 1:10 (123,0 мкл средний контроль). 

 
5.10. Затем разбавить необходимый объем выделенной имитационной гДНК T-клетки до 0,02 

мкг/мкл буфером TE с низким содержанием EDTA. Приготовить достаточный объем 0,020 мкг/мкл гДНК 
(включая перезакладку), необходимый для приготовления слабого контроля (стадия 5.9). Например: 
1107,0 мкл 0,02 мкг/мкл имитационной гДНК E-клетки, необходимые для приготовления 1230,0 мкл сла-
бого контроля. Разбавить 0,0913 мкг/мкл исходного раствора имитационной T-клетки до 0,02 мкг/мкл. 

 
Разбавить 244,0 мкл исходного раствора имитационной гДНК T-клетки в концентрации 0,0913 

мкг/мкл 869,9 мкл буфера TE с низким содержанием EDTA для приготовления достаточного объема 0,02 
мкг/мкл имитационной гДНК T-клетки для приготовления 1230,0 мкл слабого контроля. 

5.11. Приготовить слабый контроль, перенося определенный объем исходного раствора имитацион-
ной гДНК T-клетки в пробирку без ДНКаз/РНКаз подходящего объема, достаточного для приготовления 
желаемого суммарного объема слабого контроля. 

5.12. В пробирку после стадии 5.11 добавить определенный объем буфера TE с низким содержани-
ем EDTA, рассчитанный на стадии 5.10. 

5.13. Затем добавляют определенный объем среднего контроля, необходимый для приготовления 
слабого контроля. Перемешать содержимое пробирки в вихревой мешалке в течение непродолжительно-
го времени. 

5.14. Приготовить 20 мкл одноразовых аликвот среднего и слабого контроля с меткой, содержащей 
минимальную информацию: 

5.14.1. Средний/слабый контроль трансгена BCMA. 
5.14.2. № партии. 
5.14.3. Дата приготовления контроля. 
5.15. Хранить все одноразовые аликвоты при -20°C. 
5.15.1 Аттестация новых партий контролей. 
5.15.1.1. Аттестованный только что средний и слабый контроли и новую партию контролей иссле-

дуют в ходе как минимум 3 независимых анализов трансгенной кПЦР с использованием прошедшей ат-
тестацию партии олигонуклеотидов и стандартов № 1 в соответствии с протоколом, ранее описанным в 
настоящем документе, следующим образом: 

5.15.1.1.1. Одну основную смесь готовят для всех образцов стандарта и контролей. 
5.15.1.1.2. Строят одну стандартную кривую по 5 точкам с использованием прошедшей аттестацию 

партии стандарта № 1. 
5.15.1.1.3. Загрузить планшет кПЦР в соответствии со схемой планшета на фиг. 10. 
5.15.1.1.4. Открыть файл шаблона аттестации контролей, выбрать "Save As", ввести соответствую-

щее имя эксперимента кПЦР и сохранить как файл a.eds. He перезаписывать файл шаблона. 
5.15.1.1.5. Загрузить и проанализировать планшет кПЦР в соответствии с файлом шаблона для атте-

стации контролей. 
5.15.1.2. Проанализировать данные в соответствии с файлом шаблона аттестации контролей с но-

вым набором контролей, проанализированных как образцы. 
5.15.1.2.1 Должны быть удовлетворены все критерии соответствия, описанные в файле шаблона ат-

тестации контролей. 
5.15.1.3. Критерии соответствия аттестации. 
5.15.1.3.1. Для соответствия требованиям аттестации среднее по результатам всех трех измерений 

VCN/клетка для новой партии среднего и слабого контролей по всем достоверным аттестованным анали-
зам должны составлять ≤35% ожидаемых результатов VCN/клеток для новых партий контролей. 

5.15.1.3.2. % CV результатов всех трех измерений VCN/клетка для новой партии среднего и слабого 
контролей для всех достоверных аттестационных анализов должен составлять ≤20%. 

Пример 3. Метод аттестации трансгенной кПЦР. 
1.0. Цель. 
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1.1. Цель настоящего примера состоит в описании результатов, полученных в ходе выполнения 
протокола аттестации метода трансгенной кПЦР. 

2.0. Область применения. 
2.1. Анализ кПЦР для количественного определения плазмиды LiCAR, интегрированной в продукт 

CAR T, оценивали количественно по результатам определения следующих параметров аттестации: спе-
цифичность, точность, линейность, воспроизводимость (воспроизводимость и внутрилабораторная вос-
производимость), диапазон и LOQ. 

3.0. Определения и сокращения. 
3.1. Количественная полимеразная цепная реакция кПЦР. 
3.2. Человеческий альбумин hALB. 
3.3. Число копий вектора VCN. 
3.4. CV коэффициент вариации. 
3.5. SD стандартное отклонение. 
3.6. Ct порог цикла. 
3.7 LOQ предел количественного определения. 
3.8. Разработка методов биологического анализа BMD. 
3.9. Контроль качества QC. 
4.0. Подход анализа. 
4.1. Линейность анализа количественно оценивали при тестировании стандартной кривой по 5 точ-

кам, построенной по результатам 5-кратного последовательного разбавления стандарта № 1 трансгенной 
кПЦР и построения результатов стандартной кривой как десятичного логарифма количества в зависимо-
сти от Ct. 

4.2. Точность анализа, воспроизводимость и внутрилабораторную воспроизводимость количествен-
но определяли по результатам тестирования стандартной кривой по 5 точкам, а также средних и слабых 
контролей анализа. 

4.3. Точность анализа количественно определяли по результатам тестирования среднего и слабого 
контролей анализа. 

4.4. Специфичность анализа была продемонстрирована при тестировании образца имитационной 
ДНК T-клетки и репрезентативного образца ДНК CAR T, собранного в день 10. 

4.5. LOQ анализа был определен при тестировании LOQ образцов 0,02 VCN/клетка и 0,014 
VCN/клетка. 

4.6. Три аттестационных анализа были проведены двумя специалистами по анализу при этом один 
из трех анализов проводили в разные дни. 

5.0. Материалы. 
5.1. Ознакомиться с протоколом аттестации, описанным в настоящем документе, где приводится 

полный перечень материалов, необходимых для проведения анализа трансгенной кПЦР. 
5.2. Стандарты и контроли анализа. 
5.2.1. Стандарт № 1 трансгена BCMA, № партии LM-RP3-00533A. 
5.2.2. Средний контроль трансгена BCMA, № партии LM-RP3-00533B. 
5.2.3. Слабый контроль трансгена BCMA, № партии LM-RP3-00533C. 
5.3. Образцы специфичности анализа. 
5.3.1. Имитационная ДНК T-клетки, № партии LM-RP3-00533. 
5.3.2. ДНК CAR T, LM-RP3-00541. 
5.4 Образцы LOQ анализа. 
5.4.1. LOQ образцов 0,02 VCN/клетка и 0,014 VCN/клетка, № партии LM-RP3-00533. 
5.4.2. Набор олигонуклеотидов для трансгенного метода № партии LM-RP3-00460. 
6.0. Выводы. 
6.1. В настоящем примере приведены результаты, полученные в ходе выполнения протокола атте-

стации метода трансгенной кПЦР. 
6.2. Метод продемонстрировал приемлемую точность, воспроизводимость, специфичность и ли-

нейность, которые приведены в табл. 12 (10.2-10.5). Кроме того, были определены диапазон анализа и 
LOQ для мишеней трансгена и hALB. Поэтому проводят аттестацию метода для тестирования материала 
лекарственного препарата CAR T до приготовления состава со средой для криоконсервации. 
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Таблица 12 
Сводная информация по критериям соответствия и результатам аттестации процедуры трансгенной 

мультиплексной кПЦР 
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7.0. Процедура. 
7.1. Все анализы проводили как описано в протоколе аттестации метода. В оценку критериев соот-

ветствия аттестации метода включались только анализы, которые удовлетворяли критериям соответствия 
анализа, указанным в методе. 

8.0. Результаты и обсуждение. 
8.1. Линейность и воспроизводимость стандартной кривой (воспроизводимость и внутрилаборатор-

ная воспроизводимость). 
8.1.1. Результаты для стандартной кривой по 5 точкам для всех достоверных аттестационных анали-

зов для мишеней трансгена и hALB приведены в табл. 13-14 и на фиг. 1-12. Значения R2 графиков Log10 
от значений Ct для мишеней трансгена и hALB составляют 1,00. Воспроизводимость для каждого стан-
дарта менялась в диапазоне 0,06-0,54% для мишени трансгена и в диапазоне 0,03-0,41% для мишени 
hALB. Внутрилабораторная воспроизводимость менялась в диапазоне 0,26-0,47% для мишени трансгена 
и в диапазоне 0,17-0,55% для мишени hALB. 
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Таблица 13 
Результаты для стандартной кривой трансгена 
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Таблица 14 
Результаты для стандартной кривой hALB 

 

 
8.2. Точность и воспроизводимость контрольных образцов для контроля качества (воспроизводи-

мость и внутрилабораторная воспроизводимость). 
8.2.1. Результаты для среднего контроля 2,00 VCN/клетка и слабого контроля 0,20 VCN/клетка при-

ведены в табл. 15. Процент извлечения для средних результатов VCN/клетка для среднего контроля на-
ходится в диапазоне 93-95%. 

Процент извлечения для средних результатов VCN/клетка для слабого контроля находится в диапа-
зоне 79-84%. Воспроизводимость для среднего и слабого контролей находится в диапазоне 4-6%. Внут-
рилабораторная воспроизводимость для среднего и слабого контролей составляет 4% и 6% соответствен-
но. 
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Таблица 15 
Результаты для среднего контроля 2,00 VCN/клетка и слабого контроля 0,20 VCN/клетка 

 

 
8.3. Специфичность. 
8.3.1. В табл. 16 приведены результаты для образцов имитационной ДНК T-клетки и ДНК CAR T, 

которые исследовали для оценки специфичности анализа. Все повторные измерения образцов имитаци-
онной ДНК T-клетки были отнесены к категории "не определяется" для мишени трансгена. Все повтор-
ные измерения ДНК CAR T демонстрируют количественно определяемые результаты числа копий транс-
гена. Кроме того, образцы имитационной ДНК T-клетки и ДНК CAR T отвечают требованиям критериев 
соответствия образца hALB в отношении числа копий hALB +/-30% от ожидаемого числа копий 30 
303,030 для 100 нг ДНК. 

Таблица 16 
Результаты для имитационной ДНК T-клетки и ДНК CAR T 

 

 
8.4. Диапазон и LOQ. 
8.4.1. Мишени трансгена и hALB удовлетворяют всем критериям соответствия в отношении точно-

сти, линейности и внутрилабораторной воспроизводимости. Поэтому диапазон для мишеней как транс-
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гена, так и hALB определяется как диапазон числа копий стандартной кривой по 5 точкам. Диапазон 
трансгена составляет 193,939-121 212,121 копий. Диапазон hALB составляет 121,212-75 757,576 копий. 
Кроме того, LOQ для мишени hALB определяется как 121,212 копий. 

8.4.2. Результаты для LOQ образцов 0,014 VCN/клетка и 0,02 VCN/клетка приведены в табл. 17. По 
меньшей мере одно из трех значений Ct по результатам измерений для LOQ образца 0,014 VCN/клетка 
не попадает в диапазон Ct стандартной кривой трансгена в каждом достоверном аттестационном анализе. 
Поэтому значения числа копий трансгена не могут быть точно определены, и нет возможности оценить 
критерии LOQ. Однако LOQ образца 0,02 VCN/клетка приводило к % извлечения на уровне 73-80%. 
LOQ образца 0,02 VCN/клетка также приводило к % CV для среднего значения числа копий трансгена и 
среднего результатов VCN/клетка 1-9% и 2-11% соответственно. Поэтому LOQ мишени трансгена опре-
деляется как значение ожидаемого числа копий трансгена LOQ образца 0,02 VCN/клетка, равное 303,030 
копий. 

Таблица 17 
Результаты для LOQ образцов 0,014 VCN/клетка и 0,02 VCN/клетка 

 

 
Содержание всех патентов, опубликованных заявок, ссылок, цитируемых в настоящем документе, 

полностью включено в настоящий документ путем ссылки. 
Хотя были показаны и описаны примеры осуществления, специалистам в данной области будет по-

нятно, что возможно внесение различных изменений в форме и содержании без отступления от объема 
вариантов осуществления, включенных в прилагаемую формулу изобретения. 

Перечень последовательностей 

 
<110> ЯНССЕН БАЙОТЕК, ИНК. 
  
<120> CAR T КОНСТРУКТ И ПРАЙМЕРЫ ДЛЯ КОМПЛЕКСА СОЗРЕВАНИЯ В-КЛЕТОК 
 
<130> JBI6148WOPCT1 
 
<140> 
<141> 
 
<150> 62/894,663 
<151> 2019-08-30 
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<160> 32  
 
<170> PatentIn, версия 3.5 
 
<210> 1 
<211> 24 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 1 
agcagggcca gaaccagctc tata 24 
 
 
<210> 2 
<211> 23 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 2 
tgaactgaga gtgaagttca gca 23 
 
 
<210> 3 
<211> 22 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 3 
cttcgtccta gattgagctc gt 22 
 
 
<210> 4 
<211> 24 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 4 
ttatagagct ggttctggcc ctgc 24 
 
 
<210> 5 
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<211> 21 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 5 
ggatgtgaac tgagagtgaa g 21 
 
 
<210> 6 
<211> 21 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 6 
tcctctcttc gtcctagatt g 21 
 
 
<210> 7 
<211> 25 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 7 
tcttctggaa atcggcagct acagc 25 
 
 
<210> 8 
<211> 21 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 8 
ggcagaaaga aactcctgta t 21 
 
 
<210> 9 
<211> 21 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
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<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 9 
cttcactctc agttcacatc c 21 
 
 
<210> 10 
<211> 25 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 10 
tcttctggaa atcggcagct acagc 25 
 
 
<210> 11 
<211> 22 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 11 
ccagtacaaa ctactcaaga gg 22 
 
 
<210> 12 
<211> 20 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 12 
gctgaacttc actctcagtt 20 
 
 
<210> 13 
<211> 29 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 13 
agaaggagga tgtgaactga gagtgaagt 29 
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<210> 14 
<211> 20 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 14 
ctgccgattt ccagaagaag 20 
 
 
<210> 15 
<211> 21 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 15 
tcctctcttc gtcctagatt g 21 
 
 
<210> 16 
<211> 26 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 16 
aggaggatgt gaactgagag tgaagt 26 
 
 
<210> 17 
<211> 18 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 17 
ctgtagctgc cgatttcc 18 
 
 
<210> 18 
<211> 20 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
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<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 18 
atcgtactcc tctcttcgtc 20 
 
 
<210> 19 
<211> 26 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 19 
aggaggatgt gaactgagag tgaagt 26 
 
 
<210> 20 
<211> 20 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 20 
ctgccgattt ccagaagaag 20 
 
 
<210> 21 
<211> 21 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 21 
tcctctcttc gtcctagatt g 21 
 
 
<210> 22 
<211> 25 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 22 
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agggagagat ttgtgtgggc atgac 25 
 
 
<210> 23 
<211> 22 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 23 
tcatctcttg tgggctgtaa tc 22 
 
 
<210> 24 
<211> 21 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 24 
tgctggttct ctttcactga c 21 
 
 
<210> 25 
<211> 26 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 25 
cctgtcatgc ccacacaaat ctctcc 26 
 
 
<210> 26 
<211> 22 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 26 
gctgtcatct cttgtgggct gt 22 
 
 
<210> 27 
<211> 21 
<212> ДНК 
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<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 27 
actcatggga gctgctggtt c 21 
 
 
<210> 28 
<211> 24 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 28 
ccctggcatt gttgtctttg caga 24 
 
 
<210> 29 
<211> 18 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 29 
ctgtcatgcc cacacaaa 18 
 
 
<210> 30 
<211> 22 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 праймер» 
 
<400> 30 
ataaggctat ccaaactcat gg 22 
 
 
<210> 31 
<211> 16 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
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<400> 31 
aatcggcagc tacagc 16 
 
 
<210> 32 
<211> 16 
<212> ДНК 
<213> Искусственная последовательность 
 
<220> 
<221> источник 
<223> /note=«Описание искусственной последовательности: Синтетический 
 зонд» 
 
<400> 32 
tttgtgtggg catgac 16 
 
1 
 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Набор для количественного определения интеграции трансгена в T-клетку с химерными антиген-
ными рецепторами (CAR), содержащий: зонд, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID 
NO: 10, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом; первый праймер, содержащий нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 11; и второй праймер, содержащий нуклеотидную последователь-
ность SEQ ID NO: 12. 

2. Набор по п.1, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом, содержит радиоактив-
ный изотоп, субстрат фермента, хемилюминесцентный агент, флуорофор, тушитель флуоресценции, 
фермент, химическое соединение или их комбинацию. 

3. Набор по п.1, содержащий матрицу, содержащую зонд. 
4. Набор по п.2, в котором матрица представляет собой многолуночный планшет. 
5. Набор по п.1, дополнительно содержащий зонд человеческого альбумина (hALB), содержащий 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22, и по меньшей мере одну метку, связанную с зондом 
hALB, первый праймер hALB, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23, и второй 
праймер hALB, содержащий нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 24. 

6. Набор по п.5, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом hALB, содержит радио-
активный изотоп, субстрат фермента, хемилюминесцентный агент, флуорофор, тушитель флуоресцен-
ции, фермент, химическое соединение или их комбинацию. 

7. Набор по п.1, дополнительно содержащий зонд референсного гена и по меньшей мере одну мет-
ку, связанную с зондом референсного гена, первый праймер референсного гена и второй праймер рефе-
ренсного гена. 

8. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку с химерным антигенным 
рецептором (CAR), включающий: 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером CAR, содержащим нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты 
CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером hALB, содержащим 
нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 23, и вторым праймером hALB, содержащим нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 24, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые ки-
слоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 22, посредством референсного 
сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

9. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку с химерным антигенным 
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рецептором (CAR), включающий: 
приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, вторым 

праймером CAR, первым праймером hALB и вторым праймером hALB, причем первый праймер CAR 
содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, второй праймер CAR содержит нуклеотид-
ную последовательность SEQ ID NO: 12, первый праймер hALB содержит нуклеотидную последователь-
ность SEQ ID NO: 23, второй праймер hALB содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 
24; амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот hALB с первым праймером hALB и вторым праймером hALB, 
таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты hALB; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами hALB и зон-
дом hALB посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
hALB; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

10. Способ по п.8 или 9, в котором обнаружение гибридизации между амплифицированными нук-
леиновыми кислотами CAR и зондом CAR включает обнаружение изменения целевого сигнала от по 
меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во время или после гибридизации относительно 
целевого сигнала от метки, связанной с зондом CAR, до гибридизации. 

11. Способ по п.8 или 9, в котором обнаружение гибридизации между амплифицированными моле-
кулами нуклеиновых кислот hALB и зондом hALB включает обнаружение изменения целевого сигнала 
от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом hALB, во время или после гибридизации относи-
тельно целевого сигнала от метки, связанной с зондом hALB, до гибридизации. 

12. Способ по п.8 или 9, в котором амплификация включает полимеразную цепную реакцию (ПЦР). 
13. Способ по п.12, в котором ПЦР представляет собой ПЦР в реальном времени, полимеразную 

цепную реакцию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), полимеразную цепную реакцию с обратной 
транскриптазой в реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном времени), лигазную цепную реакцию (ЛЦР) 
или транскрипционно опосредованную амплификацию (TMA). 

14. Способ по п.8, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом CAR, содержит флу-
орофор. 

15. Способ по п.8, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом hALB, содержит 
флуорофор. 

16. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку с химерным антигенным 
рецептором (CAR), включающий: 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером CAR, содержащим нук-
леотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, содержащим нуклеотидную 
последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты 
CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из CAR T-клетки с первым праймером референсного гена и 
вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые кисло-
ты референсного гена; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 
CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

17. Способ количественного определения интеграции трансгена в T-клетку с химерным антигенным 
рецептором (CAR), включающий: 

приведение нуклеиновых кислот из CAR T-клетки в контакт с первым праймером CAR, вторым 
праймером CAR, первым праймером референсного гена и вторым праймером референсного гена, причем 
первый праймер CAR содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, а второй праймер 
CAR содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12; 

амплификацию нуклеиновых кислот CAR с первым праймером CAR и вторым праймером CAR, та-
ким образом получая амплифицированные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот первого референсного гена с первым праймером референсного 
гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифицированные нуклеиновые 
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кислоты референсного гена; 
обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом 

CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от 
по меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом. 

18. Способ по п.16 или 17, в котором обнаружение гибридизации между амплифицированными 
нуклеиновыми кислотами CAR и зондом CAR включает обнаружение изменения целевого сигнала от по 
меньшей мере одной метки, связанной с зондом CAR, во время или после гибридизации относительно 
целевого сигнала от метки, связанной с зондом CAR, до гибридизации. 

19. Способ по п.16 или 17, в котором обнаружение гибридизации между молекулами амплифициро-
ванных нуклеиновых кислот референсного гена и зондом референсного гена включает обнаружение из-
менения целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом референсного гена, во 
время или после гибридизации относительно целевого сигнала от метки, связанной с зондом референс-
ного гена, до гибридизации. 

20. Способ по п.16 или 17, в котором амплификация включает полимеразную цепную реакцию 
(ПЦР). 

21. Способ по п.20, в котором ПЦР представляет собой ПЦР в реальном времени, полимеразную 
цепную реакцию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), полимеразную цепную реакцию с обратной 
транскриптазой в реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном времени), лигазную цепную реакцию (ЛЦР) 
или транскрипционно опосредованную амплификацию (TMA). 

22. Способ по п.16, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом CAR, содержит 
флуорофор. 

23. Способ по п.16, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом референсного гена, 
содержит флуорофор. 

24. Способ получения химерного антигенного рецептора (CAR) T-клетки, включающий: интродук-
цию трансгена CAR в T-клетку для получения интегрированного в T-клетку трансгена; 

определение интеграции трансгена CAR, включающее: 
амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки с интегрированным трансгеном с первым прайме-

ром CAR, содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 11, и вторым праймером CAR, 
содержащим нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12, таким образом получая амплифициро-
ванные нуклеиновые кислоты CAR; 

амплификацию нуклеиновых кислот из T-клетки с интегрированным трансгеном с первым прайме-
ром референсного гена и вторым праймером референсного гена, таким образом получая амплифициро-
ванные нуклеиновые кислоты референсного гена; обнаружение гибридизации между амплифицирован-
ными нуклеиновыми кислотами CAR и зондом CAR, содержащим нуклеотидную последовательность 
SEQ ID NO: 10, посредством целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом 
CAR; 

обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеиновыми кислотами референсного 
гена и зондом референсного гена посредством референсного сигнала от по меньшей мере одной метки, 
связанной с зондом референсного гена; и 

количественное определение числа копий трансгена путем сравнения целевого сигнала с референс-
ным сигналом; и 

получение CAR T-клетки, содержащей по меньшей мере одну копию интегрированного трансгена 
CAR. 

25. Способ по п.24, в котором обнаружение гибридизации между амплифицированными нуклеино-
выми кислотами CAR и зондом CAR включает обнаружение изменения целевого сигнала от по меньшей 
мере одной метки, связанной с зондом CAR, во время или после гибридизации относительно целевого 
сигнала от метки, связанной с зондом CAR, до гибридизации. 

26. Способ по п.24, в котором обнаружение гибридизации между молекулами амплифицированных 
нуклеиновых кислот референсного гена и зондом референсного гена включает обнаружение изменения 
целевого сигнала от по меньшей мере одной метки, связанной с зондом референсного гена, во время или 
после гибридизации относительно целевого сигнала от метки, связанной с зондом референсного гена, до 
гибридизации. 

27. Способ по п.24, в котором амплификация включает полимеразную цепную реакцию (ПЦР). 
28. Способ по п.27, в котором ПЦР представляет собой ПЦР в реальном времени, полимеразную 

цепную реакцию с обратной транскриптазой (ОТ-ПЦР), полимеразную цепную реакцию с обратной 
транскриптазой в реальном времени (ОТ-ПЦР в реальном времени), лигазную цепную реакцию (ЛЦР) 
или транскрипционно опосредованную амплификацию (TMA). 
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29. Способ по п.24, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом CAR, содержит 
флуорофор. 

30. Способ по п.24, в котором по меньшей мере одна метка, связанная с зондом референсного гена, 
содержит флуорофор. 
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