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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Изобретение испрашивает приоритет предварительной заявки на патент США № 63/092 189, по-

данной 15 октября 2020 г., содержание которой полностью включено в данный документ посредством 

ссылки. 

Описание текстового файла, представленного в электронном виде 

Содержание текстового файла, представленного в электронном виде, полностью включено в дан-

ный документ посредством ссылки: Копия перечня последовательностей в машиночитаемом формате 

(название файла: PRVL_017_01WO_SeqList_ST25.txt, дата записи: 15 октября 2021 г., размер файла 

~7474 байта). 

Область техники 

Данное изобретение в целом относится к области генной терапии. Более конкретно, в изобретении 

предложен анализ на основе клеток для анализа активности композиций, содержащих рекомбинантный 

вирусный вектор, экспрессирующий трансген. 

Уровень техники 

Рекомбинантные вирусные векторы, кодирующие глюкоцереброзидазу (GСазу; кодируется геном 

GBA1), применимы для лечения таких заболеваний, как болезнь Паркинсона и болезнь Гоше. Существу-

ет потребность в анализе для измерения относительной активности рекомбинантных вирусных компози-

ций, доставляющих GСазу, которые предназначены для использования в генной терапии. 

Краткое изложение сущности изобретения 

В данном документе предложен способ измерения относительной активности исследуемого образ-

ца, содержащего первый рекомбинантный вирус, содержащий трансген, кодирующий глюкоцеребрози-

дазу (GCaзy), при этом способ включает: а) трансдукцию первого множества клеток исследуемым образ-

цом; b) инкубацию трансдуцированного первого множества клеток в условиях, достаточных для экспрес-

сии GCaзы; с) сбор первого клеточного лизата из трансдуцированного первого множества клеток; d) объ-

единение первого клеточного лизата с резоруфин-бета-D-глюкопиранозидом; е) визуализацию первого 

клеточного лизата для получения первого показания флуоресценции; f) трансдукцию второго множества 

клеток эталонным стандартом, содержащим второй рекомбинантный вирус, содержащий трансген, коди-

рующий GCaзy; g) инкубацию трансдуцированного второго множества клеток в условиях, достаточных 

для экспрессии GCaзы; h) сбор второго клеточного лизата из трансдуцированного второго множества 

клеток; i) объединение второго клеточного лизата с резоруфин-бета-D-глюкопиранозидом; j) визуализа-

цию второго клеточного лизата для получения второго показания флуоресценции; и k) сравнение перво-

го показания флуоресценции со вторым показанием флуоресценции с использованием анализа парал-

лельных линий для расчета относительной активности исследуемого образца. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов первый рекомби-

нантный вирус и второй рекомбинантный вирус содержат идентичные трансгены, кодирующие GCaзy. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов первый рекомби-

нантный вирус и/или второй рекомбинантный вирус представляет собой рекомбинантный аденоассоции-

рованный вирус (rAAV). В некоторых вариантах осуществления rAAV содержит капсидный белок 

AAV9. В некоторых вариантах осуществления rAAV содержит капсидный белок AAV1, AAV2, AAV3, 

AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10 или AAV11 или вариант любого из этих капсидных 

белков. 

В некоторых вариантах осуществления способов, описанных в данном документе, GCaзa содержит 

SEQ ID NO:1. В некоторых вариантах осуществления трансген, кодирующий GCaзy, содержит кодон-

оптимизированную нуклеотидную последовательность. В некоторых вариантах осуществления кодон-

оптимизированная нуклеотидная последовательность содержит SEQ ID NO: 2. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов первое множество 

клеток и/или второе множество клеток представляют собой клетки НЕК- 293Т или НЕК-293. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов, около 1,25 мМ 

резоруфин-бета-D-глюкопиранозида объединяют с первым клеточным лизатом и/или вторым клеточным 

лизатом. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов первое множество 

клеток и/или второе множество клеток высевают в многолуночный планшет. В некоторых вариантах 

осуществления первое множество клеток и/или второе множество клеток высевают в количестве около 

20 000 клеток на лунку. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов исследуемый об-

разец и/или эталонный стандарт серийно разводят перед трансдукцией. В некоторых вариантах осущест-

вления описанных в данном документе способов первое множество клеток и второе множество клеток 

инкубируют от около 68 ч до около 81 ч перед сбором клеточного лизата. В некоторых вариантах осуще-

ствления первое множество клеток и второе множество клеток инкубируют от около 66 ч до около 78 ч 

после трансдукции и перед сбором клеточного лизата. В некоторых вариантах осуществления описанных 

в данном документе способов первое множество клеток трансдуцируют исследуемым образцом по 

меньшей мере с двумя различными множественностями заражения (MOI) первого рекомбинантного ви-
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руса. В некоторых вариантах осуществления второе множество клеток трансдуцируют эталонным стан-

дартом по меньшей мере при двух различных множественностях заражения (MOI) второго рекомбинант-

ного вируса. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов первое показание 

флуоресценции и/или второе показание флуоресценции отражают измерение активности GCaзы. В неко-

торых вариантах осуществления активность GCaзы измеряют в относительных единицах флуоресценции 

(ОЕФ)/ч. 

В некоторых вариантах осуществления описанных в данном документе способов стадия сравнения 

(k) включает выполнение log-трансформации количества рекомбинантного вируса и ОЕФ/ч и построение 

стандартной логарифмической кривой количества рекомбинантного вируса в зависимости от логарифма 

ОЕФ/ч для каждого исследуемых образца и эталонного стандарта. В некоторых вариантах осуществле-

ния стадия сравнения (k) включает расчет линейной регрессии логарифма количества рекомбинантного 

вируса в зависимости от логарифма ОЕФ/ч для каждого исследуемого образца и эталонного стандарта, 

тем самым получая наклон исследуемого образца и наклон эталонного стандарта. В некоторых вариантах 

осуществления стадия сравнения (k) включает расчет линейной регрессии с общим наклоном с использо-

ванием линейных регрессий, полученных для каждого исследуемого образца и эталонного стандарта. В 

некоторых вариантах осуществления относительную активность рассчитывают по формуле: Относитель-

ная активность  В некоторых вариантах осуществления соотношение 

наклона исследуемого образца к общему наклону составляет от около 0,60 до около 1,40. В некоторых 

вариантах осуществления соотношение наклона эталонного стандарта к общему наклону составляет от 

около 0,60 до около 1,40. 

В некоторых вариантах осуществления способ, описанный в данном документе, дополнительно 

включает расчет значения R
2
 для линейной регрессии исследуемого образца и эталонного стандарта. В 

некоторых вариантах осуществления значение R
2
 для исследуемого образца и эталонного стандарта 

больше или равно 0,9. 

Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1 представляет схему планшета для ПЦР для анализа активности rAAV. "RS" означает "эта-

лонный стандарт". "TS" означает "исследуемый образец". 

Фиг. 2 представляет линейный график и расчеты относительной активности нескольких образцов 

rAAV, экспрессирующих GCaзy. 

Подробное описание изобретения 

Данное изобретение относится к анализам трансдукции на основе клеток для измерения относи-

тельной активности рекомбинантных вирусных композиций, доставляющих трансген, кодирующий глю-

коцереброзидазу (например, глюкоцереброзидазу человека). Глюкоцереброзидаза (также называемая 

бета-глюкоцереброзидазой, лизосомальной кислотой β-глюкоцереброзидазой, GСазой и GBA) кодирует-

ся геном GBA1. Субъекты с мутациями только в одном аллеле GBA1 подвергаются значительно повы-

шенному риску болезни Паркинсона. Субъекты с мутациями в обеих копиях GBA1 страдают болезнью 

Гоше. Вирусные композиции, доставляющие трансген, кодирующий GCaзy, применимы для генной те-

рапии болезни Паркинсона (например, болезни Паркинсона с мутацией GBA1) и болезни Гоше. 

В некоторых вариантах осуществления рекомбинантный вирусный вектор, кодирующий GСазу, 

представляет собой вектор рекомбинантного аденоассоциированного вируса (rAAV). 

В описанных в данном документе способах используют флуорогенный субстрат резоруфин-β-D-

глюкопиранозид, который в присутствии GCaзы катализируется с образованием флуоресцентного про-

дукта резоруфина. Получение резоруфина контролируют непосредственно по мере протекания реакции 

для расчета скорости образования продукта. В присутствии избытка субстрата резоруфин-β-D-

глюкопиранозида и в условиях анализа скорость образования продукта линейно пропорциональна коли-

честву белка GCaзы. 

Термин "рекомбинантный вирус" относится к вирусу, который был генетически изменен, например, 

путем добавления или вставки конструкции гетерологичной нуклеиновой кислоты в вирусную частицу. 

Термин "гетерологичный" используется в данном документе взаимозаменяемо с термином "экзо-

генный" и относится к веществу, происходящему из какого-либо источника, отличного от его естествен-

ного источника. Например, термин "экзогенный белок" или "экзогенный ген" относится к белку или гену 

из источника, отличного от AAV, который был искусственно введен в геном или частицу AAV. 

Термин "рекомбинантный аденоассоциированный вирус" или "rAAV" относится к частице AAV 

или вириону AAV, содержащему вектор rAAV, инкапсулированный одним или несколькими капсидны-

ми белками AAV. 

Термин "вектор rAAV" относится к нуклеиновым кислотам, одноцепочечным или двухцепочечным, 

имеющим 5'-концевую последовательность инвертированного концевого повтора (ITR) AAV и 3'-

концевой ITR AAV, фланкирующие кодирующую белок последовательность, функционально связанную 

с регуляторными элементами транскрипции, которые являются гетерологичными по отношению к гено-

му вируса AAV, например, один или несколько промоторов и/или энхансеров и, необязательно, последо-
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вательность полиаденилирования и/или один или несколько интронов, вставленных между экзонами ко-

дирующей белок последовательности. 

Термин "ИЕ" относится к инфекционным единицам. 

Термин "TCID50" относится к инфекционной дозе для 50% клеточной культуры. 

Термин "USP" относится к Фармакопее США. 

Термин "исследуемый образец" относится к образцу, содержащему вектор rAAV, содержащий по-

следовательность, кодирующую интересующий экзогенный белок (например, GCaзy), активность кото-

рого неизвестна и будет определена с использованием способов, описанных в данном документе. 

Термин "эталонный стандарт" относится к композиции, содержащей вектор rAAV, кодирующий 

интересующий экзогенный белок (например, GCaзy), активность которого известна. 

В некоторых аспектах в данном документе предложен способ измерения относительной активности 

исследуемого образца, содержащего первый рекомбинантный вирус, содержащий трансген, кодирующий 

глюкоцереброзидазу (GCaзy), при этом способ включает: а) трансдукцию первого множества клеток ис-

следуемым образцом; b) инкубацию трансдуцированного первого множества клеток в условиях, доста-

точных для экспрессии GCaзы; с) сбор первого клеточного лизата из трансдуцированного первого мно-

жества клеток; d) объединение первого клеточного лизата с резоруфин-бета-D-глюкопиранозидом; е) 

визуализацию первого клеточного лизата для получения первого показания флуоресценции; f) трансдук-

цию второго множества клеток эталонным стандартом, содержащим второй рекомбинантный вирус, со-

держащий трансген, кодирующий GCaзy; g) инкубацию трансдуцированного второго множества клеток в 

условиях, достаточных для экспрессии GCaзы; h) сбор второго клеточного лизата из трансдуцированного 

второго множества клеток; i) объединение второго клеточного лизата с резоруфин-бета-D- глюкопирано-

зидом; j) визуализацию второго клеточного лизата для получения второго показания флуоресценции; и k) 

сравнение первого показания флуоресценции со вторым показанием флуоресценции с использованием 

анализа параллельных линий для расчета относительной активности исследуемого образца. В некоторых 

вариантах осуществления первый рекомбинантный вирус и второй рекомбинантный вирус идентичны. В 

некоторых вариантах осуществления первый рекомбинантный вирус и второй рекомбинантный вирус не 

идентичны. В некоторых вариантах осуществления первый рекомбинантный вирус и второй рекомби-

нантный вирус содержат идентичные трансгены, кодирующие GСазу, но взяты из разных производст-

венных партий или партий продукции. В некоторых вариантах осуществления GCaзa содержит амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 1. 

В некоторых вариантах осуществления первое множество клеток и/или второе множество клеток 

представляют собой клетки НЕК-293Т или НЕК-293. Описанные в данном документе способы можно 

осуществлять в многолуночных планшетах. В некоторых вариантах осуществления способ, описанный в 

данном документе, осуществляют в 96-луночном планшете. В некоторых вариантах осуществления пер-

вое множество клеток и второе множество клеток высевают в многолуночный планшет. В некоторых 

вариантах осуществления первое множество клеток и/или второе множество клеток высевают в количе-

стве около 20 000 клеток на лунку перед трансдукцией исследуемым образцом и эталонным стандартом, 

соответственно. В некоторых вариантах осуществления клетки оставляют прикрепляться в течение ночи 

при 37°С и 5% СО2. 

В некоторых вариантах осуществления трансдукция происходит через около 24 ч после посева кле-

ток. 

В некоторых вариантах осуществления исследуемый образец и/или эталонный стандарт серийно 

разводят перед трансдукцией. В некоторых вариантах осуществления 30 исследуемый образец разводят 

на 50, 100 и 200% относительно эталонного стандарта. В некоторых вариантах осуществления серийные 

разведения дают следующие общие количества векторного генома (вг) на лунку: 5,00Е+10 вг/лунку, 

3,33Е+10 вг/лунку, 2,22Е+10 вг/лунку, 1,48Е+10 вг/лунку, 9,88Е+9 вг/лунку и 6,58Е+9 вг/лунку. 

В некоторых вариантах осуществления параллельно с исследуемым образцом проводят стандарт-

ную кривую очищенной рекомбинантной GCaзы (rGBA, от 0 до 333 нг/мл, кат. номер R&D № 7410-

GHB-020, чистота >95%). 

В некоторых вариантах осуществления первое множество клеток трансдуцируют исследуемым об-

разцом по меньшей мере с двумя различными множественностями заражения (MOI) первого рекомби-

нантного вируса. В некоторых вариантах осуществления второе множество клеток трансдуцируют эта-

лонным стандартом по меньшей мере при двух различных MOI второго рекомбинантного вируса. 

В некоторых вариантах осуществления первое множество клеток и второе множество клеток инку-

бируют от около 68 ч до около 81 ч после трансдукции и перед сбором клеточного лизата. В некоторых 

вариантах осуществления первое множество клеток и второе множество клеток инкубируют от около 2 

до около 2,5 ч перед добавлением к клеткам восстановительной среды (например, 10% ФСБ/ДМЕМ/1 

мкМ Hoechst 33342). В некоторых вариантах осуществления первое множество клеток и второе множест-

во клеток инкубируют 72 ч ± 6 ч (например, от около 66 ч до около 78 ч) после трансдукции и перед сбо-

ром клеточного лизата. В некоторых вариантах осуществления инкубация происходит при 37°С и 5% 

СО2. 
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В некоторых вариантах осуществления около 1,25 мМ резоруфин-бета-D-глюкопиранозида объеди-

няют с первым клеточным лизатом на стадии объединения (d) и/или со вторым клеточным лизатом на 

этапе объединения (i). 

В некоторых вариантах осуществления стадию визуализации (е) и/или (j) осуществляют с помощью 

планшетного ридера. 

В некоторых вариантах осуществления первое показание флуоресценции и/или второе показание 

флуоресценции отражают измерение активности GCaзы. В некоторых вариантах осуществления актив-

ность GCaзы измеряют в относительных единицах флуоресценции (ОЕФ)/ч. 

В некоторых вариантах осуществления стадия сравнения (k) включает выполнение log-

трансформации количества рекомбинантного вируса и ОЕФ/ч и построение стандартной логарифмиче-

ской кривой количества рекомбинантного вируса в зависимости от логарифма ОЕФ/ч для каждого иссле-

дуемых образца и эталонного стандарта. В некоторых вариантах осуществления стадия сравнения (k) 

включает расчет линейной регрессии логарифма количества рекомбинантного вируса в зависимости от 

логарифма ОЕФ/ч для каждого исследуемого образца и эталонного стандарта, тем самым получая наклон 

исследуемого образца и наклон эталонного стандарта. В некоторых вариантах осуществления стадия 

сравнения (k) включает расчет линейной регрессии с общим наклоном с использованием линейных рег-

рессий, полученных для каждого исследуемого образца и эталонного стандарта. В некоторых вариантах 

осуществления относительную активность исследуемого образца рассчитывают по формуле: Относи-

тельная активность  В некоторых вариантах осуществления соотно-

шение наклона исследуемого образца к общему наклону составляет от около 0,60 до около 1,40. В неко-

торых вариантах осуществления соотношение наклона эталонного стандарта к общему наклону состав-

ляет от около 0,60 до около 1,40. 

В некоторых вариантах осуществления способ измерения относительной активности исследуемого 

образца дополнительно включает расчет значения R
2
 для линейной регрессии исследуемого образца и 

эталонного стандарта. В некоторых вариантах осуществления значение R
2
 для исследуемого образца и 

эталонного стандарта больше или равно 0,9. В некоторых вариантах осуществления значение R
2
 для ис-

следуемого образца и эталонного стандарта больше или равно 0,96. 

В некоторых вариантах осуществления относительная активность вирусного вектора составляет по 

меньшей мере 40%, по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 70%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%, по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%, 

по меньшей мере 94%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей мере 97%, по меньшей 

мере 98%, по меньшей мере 99%, по меньшей мере 99,5 %, по меньшей мере 99,9 %, по меньшей мере 

100 %, по меньшей мере 110 %, по меньшей мере 120 %, по меньшей мере 130 % или по меньшей мере 

140 % относительно эталонного стандарта. В некоторых вариантах осуществления относительная актив-

ность вирусного вектора составляет по меньшей мере 90% относительно эталонного стандарта. 

Инфекционный титр (также называемый функциональным титром) векторов rAAV представляет 

собой концентрацию вирусных частиц, которые могут инфицировать клетки. В некоторых вариантах 

осуществления анализы клеточной трансдукции используют для определения инфекционного титра. В 

некоторых вариантах осуществления инфекционный титр вирусного вектора определяют с использова-

нием способа, представленного в Примере 1. В некоторых вариантах осуществления инфекционный титр 

композиции, описанной в данном документе, составляет от около 8,0Е+9 ИЕ/мл до около 1,2Е+10 ИЕ/мл. 

В некоторых вариантах осуществления инфекционный титр композиции, описанной в данном документе, 

составляет около 8,0Е+9 ИЕ/мл, около 8,15Е+9 ИЕ/мл, около 8,5Е+9 ИЕ/мл, около 9,0Е+9 ИЕ/мл, около 

9,5Е+9 ИЕ/мл, около 9,99Е+9 ИЕ/мл, около 1Е+10 ИЕ/мл, около 1,12Е+10 ИЕ/мл или около 1,2Е+10 

ИЕ/мл. В некоторых вариантах осуществления титр TCID50 композиции, описанной в данном докумен-

те, составляет от около 4500 вг/ИЕ до около 10000 вг/ИЕ. В некоторых вариантах осуществления TCID50 

композиции, описанной в данном документе, составляет около 4500 вг/ИЕ, около 5000 вг/ИЕ, около 5500 

вг/ИЕ, около 6000 вг/ИЕ, около 6290 вг/ИЕ, около 6500 вг/ИЕ, около 7000 вг/ИЕ, около 7500 вг/ИЕ, око-

ло 8000 вг/ИЕ, около 8500 вг/ИЕ, около 9000 вг/ИЕ, около 9500 вг/ИЕ, около 9980 вг/ИЕ или около 10000 

вг/ИЕ. 

Примеры подходящих векторов rAAV, которые можно использовать в способах, описанных в дан-

ном документе, описаны в WO 2019/070891, WO 2019/070893, WO 2019/070894 и WO 2019/084068, со-

держание каждого из которых включено в данный документ посредством ссылки в полном объеме. 

В некоторых вариантах осуществления способов, описанных в данном документе, вектор rAAV до-

полнительно содержит одно или несколько из следующего: промотор куриного бета-актина (СВА); эн-

хансер цитомегаловируса (ЦМВ); посттранскрипционный регуляторный элемент вируса гепатита сурков 

(WPRE); сигнальный хвост полиА бычьего гормона роста; искусственный интрон; искусственный экзон; 

и один или несколько из следующих сайтов активации регуляции транскрипции в промоторной области: 

TATA, RBS и YY1 (Francois et al., (2005) J. Virol. 79(17): 11082-11094). Сайты активации регуляции тран-

скрипции TATA, RBS и YY1 могут быть расположены на 5'-конце промоторной области. 

В некоторых вариантах осуществления способов, описанных в данном документе, вектор rAAV со-
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держит первый инвертированный концевой повтор (ITR) AAV и второй ITR, фланкирующие полинук-

леотид, кодирующий представляющий интерес генный продукт, и связанные регуляторные последова-

тельности. В некоторых вариантах осуществления каждый ITR представляет собой ITR AAV2 дикого 

типа (SEQ ID NO: 3). В некоторых вариантах осуществления каждый ITR получен из ITR AAV2 дикого 

типа. В некоторых вариантах осуществления способов, описанных в данном документе, вектор rAAV 

содержит в последовательном порядке первый инвертированный концевой повтор (ITR) AAV, энхансер 

цитомегаловируса (ЦМВ), промотор куриного бета-актина (СВА), полинуклеотид, кодирующий белок 

GCaзы человека, посттранскрипционный регуляторный элемент вируса гепатита сурков (WPRE), сиг-

нальный хвост полиА бычьего гормона роста и второй ITR AAV. В некоторых вариантах осуществления 

полинуклеотид, кодирующий белок GCaзы человека, является кодон-оптимизированным (например, ко-

дон-оптимизированным для экспрессии в клетках человека). В некоторых вариантах осуществления по-

линуклеотид, кодирующий белок GCaзы человека, содержит SEQ ID NO: 2. В некоторых вариантах осу-

ществления частица rAAV, содержащая вектор rAAV, содержащий полинуклеотид, содержащий SEQ ID 

NO: 2, обозначена как "PR001". 

В некоторых вариантах осуществления способов, описанных в данном документе, вектор rAAV 

представляет собой самокомплементарный вектор рекомбинантного аденоассоциированного вируса 

(scAAV). Векторы scAAV описаны, например, в McCarty et al., Gene Ther. 2001; 8(16): 1248-54. 

В некоторых вариантах осуществления способов, описанных в данном документе, рекомбинантный 

вирус представляет собой AAV. В некоторых вариантах осуществления способов, описанных в данном 

документе, rAAV содержит капсидный белок AAV9. В некоторых вариантах осуществления способов, 

описанных в данном документе, rAAV содержит капсидный белок AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, 

AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10 или AAV11 или вариант любого из этих капсидных белков. Все 

публикации, патенты и патентные заявки включены в данный документ посредством ссылки в полном 

объеме в той же степени, как если бы каждая отдельная публикация, патент или патентная заявка были 

специально и индивидуально указаны для включения посредством ссылки в полном объеме. 

Следующие примеры приведены для того, чтобы предоставить специалистам в данной области тех-

ники полное раскрытие и описание создания и оценки соединений, композиций, изделий, устройств 

и/или способов, описанных и заявляемых в данном документе, и предназначены исключительно для ил-

люстрации и не предназначены для ограничения объема того, что изобретатели считают своим изобрете-

нием. 

Пример 

Пример 1. Анализ ферментативной активности in vitro для rAAV, кодирующего глюкоцереброзида-

зу. 

Целью данного анализа является измерение in vitro относительной активности инкапсулированного 

вектора AAV (например, AAV9), кодирующего глюкоцереброзидазу (GСазу, кодируется геном GBA1) с 

использованием анализа на основе клеток. 

Метод лабораторных испытаний. 

Целью этого метода является измерение реакции на дозу инкапсулированного AAV вектора, коди-

рующего глюкоцереброзидазу (GCaзy, кодируется геном GBA1), in vitro с использованием функциональ-

ного анализа на основе клеток. Этот метод тестирования можно использовать в исследовательских целях, 

например, для сравнения ответов различных партий продуктов генной терапии AAV. 

Таблица 1 

Определения 
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Таблица 2 

Материалы и оборудование 

 



047103 

- 7 - 

 
Предпосылки/теория метода: PR001 представляет собой типичный rAAV, экспрессирующий GBA1. 

Анализ трансдукции вводит PR001 в клетки НЕК293Т и приводит к экспрессии фермента GCaзы. Фер-

ментативную активность, полученную в результате трансдукции, анализировали в лизате клеток с ис-

пользованием флуорогенного субстрата 4-метилумбеллиферил-β-D-глюкопиранозида, который генери-

рует флуоресцентный продукт резоруфин под действием катализа GCaзы. Относительную активность 

между двумя или более rAAV рассчитывали по ферментативной активности, полученной в результате 

трансдукции различных количеств PR001, с использованием параллельного линейного анализа. 

Таблица 3 

Реагенты/Разбавитель/Среда 

 

 
Процедура: Клетки HEK293Т высевали по 20 000 клеток/лунку в 96-луночный планшет и оставляли 

прикрепляться в течение ночи при 37°С и 5% СО2. Серийные разведения AAV готовили в его эксципиен-

те, как показано в табл. 4. 

Таблица 4 

 
10 мкл разведений AAV или носителя переносили в лунки в соответствии со схемой планшета на 

фиг. 1. Результирующие общие вг были достигнуты (табл. 5). 
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Таблица 5 

 
Клетки инкубировали от 2 до 2,5 ч в инкубаторе при 37°С, 5% СО2. После инкубации к клет-

кам/среде для трансдукции в лунки добавляли 100 мкл среды для восстановления до общего объема 150 

мкл. Клетки инкубировали в течение 72 + 6 ч при 37°С и 5% СО2, чтобы обеспечить экспрессию GCaзы 

вирусного происхождения. Собирали клеточные лизаты. Активность GCaзы измеряли путем добавления 

10 мкл 1,25 мМ рабочего раствора резоруфин-β-D глюкопиранозида в черный планшет с прозрачным 

плоским дном, а затем 40 мкл клеточного лизата. Планшет немедленно считывали на планшетном ридере 

Varioskan при 37°С. 

Анализ. Параллельный анализ данных для расчета относительной активности проводили следую-

щим образом. 

1. Рассчитайте % CV для каждой точки вг/лунка, он должен быть ≤ 30%. Для достижения этого при 

необходимости можно отказаться от одной повторности на точку вг/лунка. 

2. Выполните логарифмическое преобразование количества вируса и активности GСазы (относи-

тельные единицы флуоресценции (ОЕФ)/ч). 

3. Постройте график ответа в виде Log (ОЕФ/ч) от Log (вирус). 

4. Выполните линейную регрессию для каждого образца. 

5. Выполните новую линейную регрессию с общим наклоном "A" (Y=А X+b). 

6. Используя параметры, полученные на стадии 5, рассчитайте относительную активность по сле-

дующей формуле: 

относительная активность . 

7. Запишите результаты относительно эталонного стандарта в процентах, без десятичных знаков 

(например, если результат равен 100,50, это будет 101%). 

Таблица 6 

Пригодность системы анализа и критерии отбора проб 

 
Протокол квалификации метода испытаний. 

Цель. Целью этого плана квалификации является определение метода испытания для измерения от-

носительной активности PR001 in vitro с использованием анализа на основе клеток. Этот протокол про-

демонстрирует, что метод дает надежные данные и подходит для анализа образцов AAV для целей ис-

следования и разработки процессов (не GXP). 

Таблица 7 

Материалы для квалификации 

 

 
План квалификации. Валидация будет проводиться в соответствии с валидацией методов аналити-

ческих испытаний, процедурой, описанной на Международной конференции по гармонизации (ICH) Q2 



047103 

- 9 - 

(R1), USP<1032> и USP<1033>. Валидационные испытания будут состоять из испытания AAV9-GBA DP 

при относительном уровне активности, а также специфичности, 50, 100 и 200%. Для оценки линейности, 

точности и сходимости метода (повторяемость и промежуточная сходимость) каждый уровень будет ис-

следован двумя аналитиками. Относительная активность из каждого анализа независима и рассматрива-

ется как определение одного анализа. Каждый планшет будет содержать один эталонный стандарт и до 

двух исследуемых образцов. Если пригодность системы не подходит для планшета, то планшет будет 

повторен. Если пригодность системы не подходит для образца, то будет повторен только неудачный об-

разец. Все образцы должны соответствовать критериям приемлемости анализа, определенным в методе, 

и критериям валидации, определенным в этом протоколе. Определение специфичности также буду вы-

полнять с использованием неродственного продукта AAV, который не несет GBA1. Пределы обнаруже-

ния и количественного определения не включены, поскольку они не относятся к методу, который сооб-

щает об относительной активности, как описано в USP<1032>. В табл. 8 приведены процедуры валида-

ции и критерии приемлемости, которые будут использоваться для оценки эффективности метода. 

Таблица 8 

Краткое изложение процедуры валидации и критериев приемлемости квалификации 
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Линейность. Исследуемые образцы AAV9-GBA будут разведены до 50, 100 и 200 % эталонного 

стандарта и будут исследованы в семи анализах двумя аналитиками. Средняя (измеренная) относитель-

ная активность будет нанесена на график относительно ожидаемой относительной активности и проана-

лизирована с использованием линейной регрессии. Полученное уравнение линейности и коэффициент 

детерминации (R
2
) будут сообщены. Аналитические планшеты, которые не подходят для пригодности 

системы, не могут использоваться для анализа. 

Точность. Данные о линейности будут оценивать для оценки точности. Средний процент извлече-

ния будет рассчитываться на каждом уровне по следующей формуле: 
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Будут представлены значения % восстановления на каждом уровне. 

Повторяемость. Данные о линейности будут оценивать для оценки повторяемости. 

Процентное относительное стандартное отклонение (% RSD) будут рассчитывать на каждом уровне 

для каждого анализа (т.е. тот же аналитик и та же неделя) и сообщать. 

Промежуточная сходимость: Данные о линейности будут оценивать для оценки повторяемости. 

Общий % RSD будут рассчитывать на каждом уровне и сообщать. 

Диапазон. Самая низкая и самая высокая проверенная активность, которая соответствует критериям 

линейности, точности и сходимости экспериментов, будет использоваться для определения диапазона 

метода и будет сообщена. 

Специфичность. Альтернативная молекула (образец специфичности) будет исследована в одном 

анализе одним аналитиком. Образец специфичности будет разведен в анализе, как если бы это были ис-

следуемые образцы AAV9-GB А. Образец специфичности представляет собой альтернативную молекулу 

(AM): PR006. 

Обработка данных и отчетность. Необработанные данные будут получены с помощью программно-

го обеспечения Skanlt RE 5.0, а анализ параллельных линий будет выполнен, как указано в методе испы-

тания, приведенном выше. Эти данные будут экспортированы в электронную таблицу для расчета до-

полнительных параметров анализа (например, точность и сходимость). Все полученные данные, включая 

детали экспериментов, такие как материалы, реагенты, используемое оборудование и условия испыта-

ний, будут записаны и рассмотрены вторым аналитиком. 

На основании результатов всех действительных циклов анализа и всех допустимых концентраций 

эталонного стандартного вируса и исследуемого вируса общая средняя относительная активность по 

всем циклам из квалификации будет использована для установления номинального значения ОА для 

этих образцов для использования в дальнейшем анализе. 

Пример данных анализа активности нескольких образцов PR001 показан на фиг. 2. 

Таблица 9 

Таблица последовательностей 
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Пронумерованные варианты осуществления 

Несмотря на прилагаемую формулу изобретения, в данном изобретении представлены следующие 

пронумерованные варианты осуществления. 

1. Способ измерения относительной активности исследуемого образца, содержащего первый ре-

комбинантный вирус, содержащий трансген, кодирующий глюкоцереброзидазу (GCaзy), включающий: 

a) трансдукцию первого множества клеток исследуемым образцом; 

b) инкубацию трансдуцированного первого множества клеток в условиях, достаточных для экс-

прессии GCaзы; 

c) сбор первого клеточного лизата из трансдуцированного первого множества клеток; 

d) объединение первого клеточного лизата с резоруфин-бета-D-глюкопиранозидом; 

e) визуализацию первого клеточного лизата для получения первого показания флуоресценции; 

f) трансдукцию второго множества клеток эталонным стандартом, содержащим второй рекомби-

нантный вирус, содержащий трансген, кодирующий GCaзy; 

g) инкубацию трансдуцированного второго множества клеток в условиях, достаточных для экспрес-

сии GCaзы; 

h) сбор второго клеточного лизата из трансдуцированного второго множества клеток; 

i) объединение второго клеточного лизата с резоруфин-бета-D-глюкопиранозидом; 

j) визуализацию второго клеточного лизата для получения второго показания флуоресценции; и 

k) сравнение первого показания флуоресценции со вторым показанием флуоресценции с использо-

ванием анализа параллельных линий для расчета относительной активности исследуемого образца. 

2. Способ по варианту осуществления 1, отличающийся тем, что первый рекомбинантный вирус и 

второй рекомбинантный вирус содержат идентичные трансгены, кодирующие GCaзy. 

3. Способ по варианту осуществления 1 или 2, отличающийся тем, что первый рекомбинантный ви-

рус и/или второй рекомбинантный вирус представляет собой рекомбинантный аденоассоциированный 
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вирус (rAAV). 

4. Способ по варианту осуществления 3, отличающийся тем, что rAAV содержит капсидный белок 

AAV9. 

5. Способ по варианту осуществления 3, отличающийся тем, что rAAV содержит капсидный белок 

AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10 или AAV11 или вариант любо-

го из этих капсидных белков. 

6. Способ по любому из вариантов осуществления 1-5, отличающийся тем, что GCaзa содержит 

SEQ ID NO: 1. 

7. Способ по любому из вариантов осуществления 1-6, отличающийся тем, что трансген, кодирую-

щий GCaзy, содержит кодон-оптимизированную нуклеотидную последовательность. 

8. Способ по варианту осуществления 7, отличающийся тем, что кодон-оптимизированная нуклео-

тидная последовательность содержит SEQ ID NO: 2. 

9. Способ по любому из вариантов осуществления 1-8, отличающийся тем, что первое множество 

клеток и/или второе множество клеток представляют собой клетки НЕК-293Т или НЕК-293. 

10. Способ по любому из вариантов осуществления 1-9, отличающийся тем, что около 1,25 мМ ре-

зоруфин-бета-D-глюкопиранозида объединяют с первым клеточным лизатом и/или вторым клеточным 

лизатом. 

11. Способ по любому из вариантов осуществления 1-10, отличающийся тем, что первое множество 

клеток и второе множество клеток высевают в многолуночный планшет. 

12. Способ по варианту осуществления 11, отличающийся тем, что первое множество клеток и/или 

второе множество клеток высевают в количестве около 20000 клеток на лунку. 

13. Способ по любому из вариантов осуществления 1-12, отличающийся тем, что исследуемый об-

разец и/или эталонный стандарт серийно разводят перед трансдукцией. 

14. Способ по любому из вариантов осуществления 1-13, отличающийся тем, что первое множество 

клеток и второе множество клеток инкубируют от около 68 ч до около 81 ч перед сбором клеточного ли-

зата. 

15. Способ по любому из вариантов осуществления 1-13, отличающийся тем, что первое множество 

клеток и второе множество клеток инкубируют от около 66 ч до около 78 ч после трансдукции и перед 

сбором клеточного лизата. 

16. Способ по любому из вариантов осуществления 1-15, отличающийся тем, что первое множество 

клеток трансдуцируют исследуемым образцом по меньшей мере с двумя различными множественностя-

ми заражения (MOI) первого рекомбинантного вируса. 

17. Способ по любому из вариантов осуществления 1-16, отличающийся тем, что второе множество 

клеток трансдуцируют эталонным стандартом по меньшей мере при двух различных множественностях 

заражения (MOI) второго рекомбинантного вируса. 

18. Способ по любому из вариантов осуществления 1-17, отличающийся тем, что первое показание 

флуоресценции и/или второе показание флуоресценции отражают измерение активности GСазы. 

19. Способ по варианту осуществления 18, отличающийся тем, что активность GCaзы измеряют в 

относительных единицах флуоресценции (ОЕФ)/ч. 

20. Способ по варианту осуществления 19, отличающийся тем, что стадия сравнения (k) включает 

выполнение log-трансформации количества рекомбинантного вируса и ОЕФ/ч и построение стандартной 

логарифмической кривой количества рекомбинантного вируса в зависимости от логарифма ОЕФ/ч для 

каждого исследуемых образца и эталонного стандарта. 

21. Способ по варианту осуществления 20, отличающийся тем, что стадия сравнения (k) включает 

расчет линейной регрессии логарифма количества рекомбинантного вируса в зависимости от логарифма 

ОЕФ/ч для каждого исследуемого образца и эталонного стандарта, тем самым получая наклон исследуе-

мого образца и наклон эталонного стандарта. 

22. Способ по варианту осуществления 21, отличающийся тем, что стадия сравнения (k) включает 

расчет линейной регрессии с общим наклоном с использованием линейных регрессий, полученных для 

каждого исследуемого образца и эталонного стандарта. 

23. Способ по варианту осуществления 22, отличающийся тем, что относительную активность рас-

считывают по формуле: Относительная активность  

24. Способ по варианту осуществления 22 или 23, отличающийся тем, что соотношение наклона ис-

следуемого образца к общему наклону составляет от около 0,60 до около 1,40. 

25. Способ по любому из вариантов осуществления 22-24, отличающийся тем, что соотношение на-

клона эталонного стандарта к общему наклону составляет от около 0,60 до около 1,40. 

26. Способ по любому из вариантов осуществления 20-25, отличающийся тем, что способ дополни-

тельно включает расчет значения R
2
 для линейной регрессии исследуемого образца и эталонного стан-

дарта. 

27. Способ по варианту осуществления 26, отличающийся тем, что значение R
2
 для исследуемого 

образца и эталонного стандарта больше или равно 0,9. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способ измерения относительной активности исследуемого образца, содержащего первый ре-

комбинантный вирус, содержащий трансген, кодирующий глюкоцереброзидазу (GСазу), включающий: 

a) трансдукцию первого множества клеток исследуемым образцом; 

b) инкубацию трансдуцированного первого множества клеток в условиях, достаточных для экс-

прессии GCaзы; 

c) сбор первого клеточного лизата из трансдуцированного первого множества клеток; 

d) объединение первого клеточного лизата с резоруфин-бета-D-глюкопиранозидом; 

e) визуализацию первого клеточного лизата для получения первого показания флуоресценции; 

f) трансдукцию второго множества клеток эталонным стандартом, содержащим второй рекомби-

нантный вирус, содержащий трансген, кодирующий GCaзy; 

g) инкубацию трансдуцированного второго множества клеток в условиях, достаточных для экспрес-

сии GCaзы; 

h) сбор второго клеточного лизата из трансдуцированного второго множества клеток; 

i) объединение второго клеточного лизата с резоруфин-бета-D-глюкопиранозидом; 

j) визуализацию второго клеточного лизата для получения второго показания флуоресценции; и 

k) сравнение первого показания флуоресценции со вторым показанием флуоресценции с использо-

ванием анализа параллельных линий для расчета относительной активности исследуемого образца. 

2. Способ по п.1, отличающийся тем, что первый рекомбинантный вирус и второй рекомбинантный 

вирус содержат идентичные трансгены, кодирующие GCaзy. 

3. Способ по п.1 или 2, отличающийся тем, что первый рекомбинантный вирус и/или второй реком-

бинантный вирус представляет собой рекомбинантный аденоассоциированный вирус (rAAV). 

4. Способ по п.3, отличающийся тем, что rAAV содержит капсидный белок AAV9. 

5. Способ по п.3, отличающийся тем, что rAAV содержит капсидный белок AAV1, AAV2, AAV3, 

AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10 или AAV11 или вариант любого из этих капсидных 

белков. 

6. Способ по любому из пп.1-5, отличающийся тем, что GCaзa содержит SEQ ID NO:1. 

7. Способ по любому из пп.1-6, отличающийся тем, что трансген, кодирующий GCaзy, содержит 

кодон-оптимизированную нуклеотидную последовательность. 

8. Способ по п.7, отличающийся тем, что кодон-оптимизированная нуклеотидная последователь-

ность содержит SEQ ID NO: 2. 

9. Способ по любому из пп.1-8, отличающийся тем, что первое множество клеток и/или второе 

множество клеток представляют собой клетки HEK-293Т или HEK-293. 

10. Способ по любому из пп.1-9, отличающийся тем, что около 1,25 мМ резоруфин-бета-D-

глюкопиранозида объединяют с первым клеточным лизатом и/или вторым клеточным лизатом. 

11. Способ по любому из пп.1-10, отличающийся тем, что первое множество клеток и второе мно-

жество клеток высевают в многолуночный планшет. 

12. Способ по п.11, отличающийся тем, что первое множество клеток и/или второе множество кле-

ток высевают в количестве около 20 000 клеток на лунку. 

13. Способ по любому из пп.1-12, отличающийся тем, что исследуемый образец и/или эталонный 

стандарт серийно разводят перед трансдукцией. 

14. Способ по любому из пп.1-13, отличающийся тем, что первое множество клеток и второе мно-

жество клеток инкубируют от около 68 ч до около 81 ч перед сбором клеточного лизата. 

15. Способ по любому из пп.1-13, отличающийся тем, что первое множество клеток и второе мно-

жество клеток инкубируют от около 66 ч до около 78 ч после трансдукции и перед сбором клеточного 

лизата. 

16. Способ по любому из пп.1-15, отличающийся тем, что первое множество клеток трансдуцируют 

исследуемым образцом по меньшей мере с двумя различными множественностями заражения (MOI) 

первого рекомбинантного вируса. 

17. Способ по любому из пп.1-16, отличающийся тем, что второе множество клеток трансдуцируют 

эталонным стандартом по меньшей мере при двух различных множественностях заражения (MOI) второ-

го рекомбинантного вируса. 

18. Способ по любому из пп.1-17, отличающийся тем, что первое показание флуоресценции и/или 

второе показание флуоресценции отражают измерение активности GСазы. 

19. Способ по п.18, отличающийся тем, что активность GCaзы измеряют в относительных единицах 

флуоресценции (ОЕФ)/ч. 

20. Способ по п.19, отличающийся тем, что стадия сравнения (k) включает выполнение log-

трансформации количества рекомбинантного вируса и ОЕФ/ч и построение стандартной логарифмиче-

ской кривой количества рекомбинантного вируса в зависимости от логарифма ОЕФ/ч для каждого иссле-

дуемого образца и эталонного стандарта. 

21. Способ по п.20, отличающийся тем, что стадия сравнения (k) включает расчет линейной регрес-
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сии логарифма количества рекомбинантного вируса в зависимости от логарифма ОЕФ/ч для каждого 

исследуемого образца и эталонного стандарта, тем самым получая наклон исследуемого образца и на-

клон эталонного стандарта. 

22. Способ по п.21, отличающийся тем, что стадия сравнения (k) включает расчет линейной регрес-

сии с общим наклоном с использованием линейных регрессий, полученных для каждого исследуемого 

образца и эталонного стандарта. 

23. Способ по п.22, отличающийся тем, что относительную активность рассчитывают по формуле: 

Относительная активность  

24. Способ по п.22 или 23, отличающийся тем, что соотношение наклона исследуемого образца к 

общему наклону составляет от около 0,60 до около 1,40. 

25. Способ по любому из пп.22-24, отличающийся тем, что соотношение наклона эталонного стан-

дарта к общему наклону составляет от около 0,60 до около 1,40. 

26. Способ по любому из пп.20-25, отличающийся тем, что способ дополнительно включает расчет 

значения R
2
 для линейной регрессии исследуемого образца и эталонного стандарта. 

27. Способ по п.26, отличающийся тем, что значение R
2
 для исследуемого образца и эталонного 

стандарта больше или равно 0,9. 
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