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(57) Представлены способы и композиции для доставки полностью человеческих, посттрансляционно
модифицированных терапевтических моноклональных антител и их антигенсвязывающих
фрагментов. Полностью человеческие, посттрансляционно модифицированные терапевтические
моноклональные антитела могут предпочтительно доставляться способами генной терапии,
в частности в виде вектора рекомбинантного аденоассоциированного вируса (rAAV),
в соответствующую ткань. Также представлены способы изготовления векторов AAV,
фармацевтические композиции и способы лечения. Кроме того, представлены способы
получения терапевтических антител, которые являются "биологически улучшенными", как
полностью человеческие, посттрансляционно модифицированные. Эти полностью человеческие,
посттрансляционно модифицированные терапевтические антитела можно вводить субъекту,
нуждающемуся в лечении терапевтическими антителами.
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0. Перечень последовательностей 

Настоящая заявка содержит Перечень последовательностей, который был представлен в электрон-

ном виде в формате ASCII и полностью включен в настоящий документ посредством ссылки. Указанная 

копия ASCII, созданная 17 октября 2018 г., называется 26115_105004_SL.txt и характеризуется размером 

400185 байт. 

1. Введение 

Описаны композиции и способы для доставки полностью человеческого посттрансляционно моди-

фицированного (HuPTM) терапевтического моноклонального антитела ("mAb") или антигенсвязывающе-

го фрагмента HuPTM терапевтического mAb -например полностью гликозилированного (HuGly) Fab че-

ловека терапевтического mAb -субъекту-человеку, у которого диагностировано заболевание или состоя-

ние, для которого показано лечение терапевтическим mAb. 

2. Область техники 

Было показано, что терапевтические mAb эффективны при лечении ряда заболеваний и состояний. 

Однако, поскольку эти средства эффективны только в течение короткого периода времени, часто требу-

ются повторные инъекции в течение длительного периода времени, что создает значительную нагрузку 

для пациентов. 

3. Сущность изобретения 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента 

HuPTM терапевтического mAb (например, полностью человеческого гликозилированного Fab 

(HuGlyFab) терапевтического mAb) пациенту (субъекту-человеку), у которого диагностировано заболе-

вание или состояние, для которого показано лечение терапевтическим mAb. Такие антигенсвязывающие 

фрагменты терапевтических mAb включают в себя Fab, F(ab')2 или scFv (одноцепочечный вариабельный 

фрагмент) (совместно именуемые в настоящем документе "антигенсвязывающий фрагмент"). Исполь-

зуемый в настоящем документе "HuPTM Fab" может включать в себя другие антигенсвязывающие фраг-

менты mAb. Согласно альтернативному варианту осуществления могут использоваться полноразмерные 

mAb. Доставка может быть преимущественно осуществлена посредством генной терапии -например, 

путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей тера-

певтическое mAb или его антигенсвязывающий фрагмент (или гипергликозилированное производное 

того и другого), пациенту (субъекту-человеку), у которого диагностировано состояние, для которого по-

казано лечение терапевтическим mAb - для создания постоянного депо в ткани или органе пациента, ко-

торое непрерывно поставляет HuPTM mAb или антигенсвязывающий фрагмент терапевтического mAb, 

т.е. гликозилированного трансгенного продукта человека, в целевую ткань, где mAb или его антигенсвя-

зывающий фрагмент оказывает свое терапевтическое действие. 

HuPTM mAb или HuPTM антигенсвязывающий фрагмент, кодируемый трансгеном, может вклю-

чать в себя, без ограничения, полноразмерный или антигенсвязывающий фрагмент терапевтического 

антитела, которое связывается с: 

мишенями нервной системы, включая в себя пептиды амилоид бета (Aβ или Abeta), полученные из 

белка-предшественника амилоида (АРР), вовлеченный в болезнь Альцгеймера, включая в себя, без огра-

ничения, адуканумаб, кренезумаб, гантенерумаб и BAN2401, показанные для лечения болезни Альцгей-

мера (см. фиг. 2А-2С и 2F); may-белок, вовлеченный в таупатии, включая в себя болезнь Альцгеймера, 

прогрессирующий надъядерный паралич, лобно-височную деменцию, хроническую травматическую эн-

цефалопатию, комплекс Пика, первичную возрастную таупатию, включая в себя, без ограничения, 

"aTAU" (см. фиг. 2D) для лечения таупатий; и рецептор CGRP, вовлеченный в мигрени и кластерные го-

ловные боли, включая в себя, без ограничения, эренумаб (AIMOVIG) (см. фиг. 2Е), эптинезумаб, фре-

манезумаб и галканезумаб для лечения мигреней и кластерных головных болей; 

интерлейкинами или рецепторами интерлейкина, включая в себя, без ограничения, IL4R, такой как 

дупилумаб (см. фиг. 3А), показанный для лечения атопического дерматита; IL17A, такой как иксекизу-

маб (TALTZ) или секукинумаб (COSENTYX) (см.фиг. 3В и 3С), показанный для лечения бляшечного 

псориаза, псориатического артрита и анкилозирующего спондилита; IL-5, такой как меполизумаб (NU-

CALA) (см. фиг. 3D), показанный для лечения астмы; и IL12/IL23, такой как устекинумаб 

(STELARA) (см. фиг. 3Е), показанный для лечения псориаза и болезни Крона; 

интегрином, включая в себя, без ограничения, ведолизумаб (ENTYVIO), показанный для лечения 

язвенного колита и болезни Крона (см. фиг. 4А), и 

натализумаб (антиинтегрин альфа 4) для лечения рассеянного склероза и болезни Крона (см. фиг. 4В); 

мишенями гиперхолестеринемии и сердечно-сосудистых заболеваний, такими как PCSK9, включая 

в себя, без ограничения, алирокумаб (PRALUENT) и эволокумаб (REPATHA), показанные для лече-

ния HeFH и HoFH (см. фиг. 5А и 5В); или ANGPTL3, включая в себя, без ограничения, эвинакумаб (см. 

фиг. 5С), показанный для лечения HoFH и тяжелых форм дислипидемии, и провоспалителъ-

ные/проатерогенные фосфолипиды, включая в себя, без ограничения, E06-scFv для лечения сердечно-

сосудистых заболеваний, включая в себя атеросклероз (см. фиг. 5D); 

RANKL, включая в себя, без ограничения, деносумаб (XGEVA и PROLIA), показанный для ле-
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чения остеопороза, увеличения костной массы у пациентов с раком молочной железы и простаты, а так-

же для предотвращения связанных со скелетом событий из-за метастазов в кости (см. фиг. 6); 

PD-1 или PD-L1 или PD-L2 (эти антитела иногда называют в настоящем документе блокаторами 

PD-1), включая в себя, без ограничения, ниволумаб (OPDIVO) и пембролизумаб (KEYTRUDA), пока-

занные для лечения метастатической меланомы, лимфомы и немелкоклеточных карцином легких (см. 

фиг. 7А и 7В); 

BLyS (стимулятором В-лимфоцитов, также известным как фактор активации В-клеток (BAFF)), 

включая в себя, без ограничения, белимумаб (BENLYSTA), показанный для лечения системной крас-

ной волчанки (SLE) (см. фиг. 8Е); 

глазными мишенями, включая в себя, без ограничения, VEGF (фактор роста эндотелия сосудов), 

включая в себя, без ограничения, ранибизумаб (LUCENTIS), бевацизумаб (AVASTEST) и бролуци-

зумаб, показанные для лечения неоваскулярной возрастной макулярной дегенерации (например, "влаж-

ной формы AMD") (см. фиг. 8А, 8В и 8D); фактор D, включая в себя, без ограничения, лампализумаб, для 

лечения сухой формы AMD (сморите фиг. 8С); и матриксную металлопротеиназу 9 (ММР9), включая в 

себя, без ограничения, андекаликсимаб, для лечения сухой формы AMD (фиг. 8G); 

TNF-алъфа, включая в себя, без ограничения, адалимумаб (HUMIRA) и инфликсимаб (REMI-

CADE), показанные для лечения ревматоидного артрита, псориатического артрита, анкилозирующего 

спондилита, болезни Крона, бляшечного псориаза и язвенного колита (фиг. 9А для адалимумаба и фиг. 

9В для инфликсимаба); и 

мишенями-плазменными белками, такими как белки комплемента человека, включая в себя, без ог-

раничения, белки комплемента анти-С5 и С5а, такие как экулизумаб (SOLIRIS), для лечения пациентов 

с пароксизмальной ночной гемоглобинурией (PNH) для снижения гемолиза или лечения атипичного ге-

молитического уремического синдрома (aHUS) для ингибирования опосредованной комплементом тром-

ботической микроангиопатии (фиг. 8F); и калликреин плазмы, включая в себя, без ограничения, ланаде-

лумаб для лечения наследственного ангионевротического отека (см. фиг. 8Н); 

или такие mAb или антигенсвязывающие фрагменты, сконструированные так, чтобы они содержали 

дополнительные сайты гликозилирования в Fab-домене (например, см. публикацию Courtois et al., 2016, 

mAbs 8: 99-112, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки, для описания 

производных антител, которые гипергликозилированы в Fab-домене полноразмерного антитела). 

Рекомбинантный вектор, используемый для доставки трансгена, включает в себя нереплицирую-

щиеся векторы рекомбинантных аденоассоциированных вирусов ("rAAV"). Однако можно использовать 

другие вирусные векторы, включая в себя, без ограничения, лентивирусные векторы; вирусные векторы 

осповакцины или невирусные векторы экспрессии, называемые конструкциями "голая ДНК". Экспрессия 

трансгена может контролироваться конститутивными или тканеспецифическими элементами контроля 

экспрессии. 

Конструкции генной терапии разработаны таким образом, что экспрессируются как тяжелые, так и 

легкие цепи. Кодирующие последовательности для тяжелых и легких цепей могут быть сконструированы 

в единой конструкции, в которой тяжелые и легкие цепи разделены расщепляемым линкером или IRES, 

так что экспрессируются отдельные полипептиды тяжелой и легкой цепей. Согласно некоторым вариан-

там осуществления кодирующие последовательности кодируют Fab или F(ab')2 или scFv. Согласно дру-

гим вариантам осуществления конструкции экспрессируют scFv, в котором вариабельные домены тяже-

лой и легкой цепей соединены через гибкий нерасщепляемый линкер. Согласно некоторым вариантам 

осуществления конструкция экспрессируется с N-конца NH2-VL-линкер-VH-COOH или NH2-VH-линкер-

VL-COOH. 

Терапевтические антитела, доставляемые генной терапией, имеют несколько преимуществ по срав-

нению с инъецированными или инфузированными терапевтическими антителами, которые рассеиваются 

с течением времени, что приводит к пиковым и минимальным уровням. Непрерывная экспрессия антите-

ла трансгенного продукта, в отличие от многократного введения антитела, обеспечивает более постоян-

ный уровень антител, присутствующих в месте действия, и является менее рискованной и более удобной 

для пациентов, так как требуется меньше инъекций. Кроме того, антитела, экспрессируемые из трансге-

нов, посттрансляционно модифицированы иным способом, чем те, которые вводятся напрямую, из-за 

разного микроокружения, присутствующего во время и после трансляции. Без связи с какой-либо кон-

кретной теорией, это приводит к антителам, которые имеют различные характеристики диффузии, био-

активности, распределения, аффинности, фармакокинетики и иммуногенности, так что антитела, достав-

ленные в место действия, являются "биологически улучшенными" по сравнению с антителами, вводи-

мыми напрямую. 

Кроме того, антитела, экспрессируемые из трансгенов in vivo, вряд ли будут содержать продукты 

распада, связанные с антителами, производимыми рекомбинантными технологиями, такими как агрега-

ция белка и окисление белка. Агрегация - это проблема, связанная с производством и хранением белка 

из-за высокой концентрации белка, поверхностного взаимодействия с производственным оборудованием 

и контейнерами, а также очистки с помощью определенных буферных систем. Эти условия, которые 
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способствуют агрегации, не существуют при экспрессии трансгенов в генной терапии. Окисление, такое 

как окисление метионина, триптофана и гистидина, также связано с производством и хранением белка и 

вызвано стрессовыми условиями культивирования клеток, контактом металла и воздуха и примесями в 

буферах и вспомогательных веществах. Белки, экспрессируемые трансгенами in vivo, могут также окис-

ляться в неблагоприятных условиях. Однако люди и многие другие организмы оснащены системой анти-

оксидантной защиты, которая не только снижает окислительный стресс, но иногда также восстанавлива-

ет и/или обращает вспять процесс окисления. Таким образом, белки, производимые in vivo, вряд ли на-

ходятся в окисленной форме. Как агрегация, так и окисление могут влиять на активность, фармакокине-

тику (клиренс) и иммуногенность. 

Фармацевтические композиции, подходящие для введения субъектам-людям, содержат суспензию 

рекомбинантного вектора в буфере для состава, содержащем физиологически совместимый водный бу-

фер, поверхностно-активное вещество и необязательные вспомогательные вещества. 

Настоящее изобретение основано, частично, на следующих принципах. 

(i) Терапевтические средства на основе mAb, имеющиеся в настоящее время на рынке, характери-

зуются изотипами иммуноглобулина G (IgG), такими как IgG1, IgG2 и IgG4, которые, как правило, ха-

рактеризуются фармакокинетическими (PK) характеристиками, такими как медленный клиренс, дли-

тельный период полужизни и ограниченное распределение в тканях. После внутривенного введения ти-

пичные профили PK mAb в сыворотке являются двухфазными с быстрой фазой распределения и более 

медленной фазой элиминации; таким образом, требуется повторное введение для поддержания доз, не-

обходимых для лечения хронических состояний. Кроме того, распределение mAb, как правило, ограни-

чено сосудистыми и интерстициальными пространствами из-за их большого размера и гидрофильности. 

Степень распределения mAb из кровотока в большинстве тканей, как правило, колеблется от 5 до 15%, за 

исключением головного мозга, где она намного ниже. (См., например, публикацию Kamath, 2016, Drug 

Discovery Today: Technologies 21-22: 75-83, которая полностью включена в настоящий документ посред-

ством ссылки). Непрерывное производство HuPTM mAb или HuPTM Fab in situ позволяет избежать по-

вторного введения и позволяет использовать Fab, которые в противном случае имели бы слишком корот-

кий системный период полужизни, для достижения эффективности; и описанные способы введения 

обеспечивают прямой доступ к целевым тканям, таким как головной мозг, причем может быть достигну-

та доставка более высоких доз в такие ткани. 

(ii) Область Fab ряда терапевтических mAb обладает сайтами гликозилирования. Например, см. 

фиг. 2A-2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5A-5D, 6, 7А-7В, 8А-8Н и 9А-9В, которые идентифицируют и выделяют си-

ним и зеленым, соответственно, консенсусные и неконсенсусные сайты гликозилирования по аспарагину 

("N"), а также остатки глутамина ("Q"), которые являются сайтами гликозилирования в области Fab оп-

ределенных терапевтических mAb. (См., например, публикации Valliere-Douglass et al., 2009, J. Biol. 

Chem. 284: 32493-32506 и Valliere-Douglass et al., 2010, J. Biol. Chem. 285: 16012-16022, каждая из кото-

рых полностью включена посредством ссылки для идентификации N-связанных сайтов гликозилирова-

ния в антителах). Кроме того, О-гликозилирование предусматривает добавление N-ацетилгалактозамина 

к остаткам серина или треонина ферментом. Было продемонстрировано, что аминокислотные остатки, 

присутствующие в шарнирной области антител, могут быть О-гликозилированными. Возможность О-

гликозилирования дает другое преимущество представленным в настоящем документе терапевтическим 

антителам, по сравнению, например, с антигенсвязывающими фрагментами, производимыми в E.coli, 

опять же, поскольку E.coli в природе не содержит механизма, эквивалентного тому, который использует-

ся при О-гликозилировании у людей. (Вместо этого, О-гликозилирование в E.coli было продемонстриро-

вано только тогда, когда бактерии модифицированы, чтобы содержать специфические механизмы О-

гликозилирования. См., например, Farid-Moayer et al., 2007, J. Bacteriol. 189:8088-8098). Кроме того, ами-

нокислотная последовательность Fab может быть модифицирована для конструирования гипергликози-

лированных вариантов (например, см. аминокислотные замены, которые могут быть сделаны для конст-

руирования гипергликозилированных Fab-областей терапевтических антител, показанных на фиг. 11А и 

11В; и публикацию Courtois et al., 2016, mAbs 8: 99-112, которая полностью включена в настоящий доку-

мент посредством ссылки для описания производных антител, которые гипергликозилированы в Fab-

домене полноразмерного антитела). 

(iii) В дополнение к сайтам гликозилирования, области Fab могут содержать сайты сульфатирова-

ния тирозина ("Y") в CDR или вблизи них; см. фиг. 2A-2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5A-5D, 6, 7А-7В, 8А-8Н и 9А-

9В, которые идентифицируют сайты тирозин-О-сульфатирования в области Fab некоторых терапевтиче-

ских mAb, как выделено желтым (См., например, публикацию Yang et al., 2015, Molecules 20: 2138-2164 

(в частности, в 2154), которая полностью включена посредством ссылки для анализа аминокислот, окру-

жающих остатки тирозина, подвергнутых сульфатированию белка тирозина). "Правила" могут быть 

обобщены следующим образом: Y остатки с Е или D в пределах от +5 до -5 положения Y, и где положе-

ние -1 Y представляет собой нейтральную или кислую заряженную аминокислоту, но не основную ами-

нокислоту, например, R, K или Н, что устраняет сульфатирование. 

(iv) Гликозилирование Fab-областей, таких как те, что показаны на фиг. 2A-2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5A-

5D, 6, 7А-7В, 8А-8Н и 9А-9В, клетками человека будет приводить к добавлению гликанов, которые мо-
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гут улучшить стабильность, период полужизни и уменьшить нежелательные агрегацию и/или иммуно-

генность трансгенного продукта. (См., например, Bovenkamp et al., 2016, J. Immunol. 196: 1435-1441, для 

обзора растущей важности гликозилирования Fab; и фиг. 10, на которой идентифицированы гликаны, 

которые могут быть присоединены к HuGlyFab (адаптировано из Bondt et al., 2014, Mol & Cell Proteomics 

13.1: 3029-2029)). Было показано, что Fab- и Fc-фрагменты антител имеют различные паттерны гликози-

лирования, причем Fab-гликаны обладают высоким уровнем галактозилирования, сиалилирования и де-

ления пополам (например, с помощью деления GlcNAc), но низким фукозилированием по отношению к 

Fc-гликанам. 

(Например, см. публикацию Bondt et al., 2014, Mol. & Cell. Proteomics 13.11:3029-3039, полностью 

включенную в настоящий документ посредством ссылки для раскрытия Fab-ассоциированных N-

гликанов). 

(v) Существенно, что гликаны, которые добавляют к HuGlyFab по настоящему изобретению, пред-

ставляют собой высокопроцессированные N-гликаны комплексного типа, которые содержат 2,6-

сиаловую кислоту. Такие гликаны не присутствуют в (а) терапевтических mAb, производимых в E.coli 

(которые вообще не гликозилированы); (b) в терапевтических антителах, производимых в клетках СНО, 

которые не имеют 2,6-сиалилтрансферазы, необходимой для добавления 2,6-сиаловой кислоты во время 

гликозилирования; или (с) в терапевтических антителах, производимых либо в СНО, либо в мышиных 

клеточных линиях, которые добавляют N-гликолилнейраминовую кислоту ("Neu5Gc" или "NeuGc"), ко-

торая не является природной для человека (и потенциально иммуногенной), вместо N-

ацетилнейраминовой кислоты ("Neu5Ac") - преобладающей сиаловой кислоты человека. См., например, 

публикации Dumont et al., 2015, Crit. Rev. Biotechnol. 36(6):1110-1122; Huang et al., 2006, Anal. Biochem. 

349:197-207 (NeuGc является преобладающей сиаловой кислотой в мышиных клеточных линиях, таких 

как SP2/0 и NS0) и Song et al., 2014, Anal. Chem. 86:5661-5666, каждая из которых полностью включена в 

настоящий документ посредством ссылки. 

(vi) Человеческий паттерн гликозилирования HuGlyFab по настоящему изобретению должен сни-

жать иммуногенность трансгенного продукта и повышать эффективность. Важно, что когда антигенсвя-

зывающие фрагменты, используемые в соответствии с описанными в настоящем документе способами, 

экспрессируются в целевых клетках человека, избегается необходимость производства in vitro в прока-

риотических клетках-хозяевах (например, E.coli) или в эукариотических клетках-хозяевах (например, в 

клетках СНО или мышиных клетках NS0 или SP2/0). Вместо этого, в результате описанных в настоящем 

документе способов (например, использование целевых клеток человека для экспрессии антигенсвязы-

вающих фрагментов), сайты N-гликозилирования антигенсвязывающих фрагментов преимущественно 

содержат гликаны, подходящие и применимые для лечения людей. Такое преимущество недостижимо, 

когда клетки СНО, мышиные клетки или E.coli используются в производстве анти-

тел/антигенсвязывающих фрагментов, поскольку, например, (а) в клетках СНО отсутствуют компоненты, 

необходимые для добавления определенных гликанов (например, 2,6-сиаловая кислота и деление попо-

лам GlcNAc); (b) клетки СНО и мышиные клетки (клетки NS0 и SP2/0) добавляют Neu5Gc в виде сиало-

вой кислоты, не характерной для человека, вместо Neu5Ac; (с) клетки СНО также могут производить 

иммуногенный гликан, антиген α-Gal, который реагирует с антителами к α-Gal, присутствующими у 

большинства людей, которые при высоких концентрациях могут вызывать анафилаксию (см., например, 

Bosques, 2010, Nat Biotech 28:1153-1156); и (d) E.coli не содержит в природе компонентов, необходимых 

для N-гликозилирования. (vii) тирозинсульфатирование областей Fab, таких как показанные на фиг. 2A-

2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5A-5D, 6, 7А-7В, 8А-8Н и 9А-9В - мощный посттрансляционный процесс во многих 

клетках человека - должен приводить к трансгенным продуктам с повышенной авидностью для их моле-

кулярных мишеней. Действительно, было показано, что сульфатирование тирозином Fab антител резко 

увеличивает авидность к антигену и активность. (См., например, Loos et al., 2015, PNAS 112: 12675-12680 

и Choe et al., 2003, Cell 114: 161-170). Такие посттрансляционные модификации не присутствуют на те-

рапевтических антителах, полученных в E.coli (хозяине, который не обладает ферментами, необходимы-

ми для сульфатирования тирозина), и в лучшем случае недостаточно представлены в терапевтических 

mAb, полученных в клетках СНО. Клетки СНО не являются секреторными клетками и обладают ограни-

ченной способностью к посттрансляционному сульфатированию тирозина. (См., например, Loos et al., 

2015, PNAS 112: 12675-12680 и Choe et al., 2003, Cell 114: 161-170, особенно обсуждение на стр. 1537). 

По вышеизложенным причинам, производство HuPTM mAb или HuPTM Fab должно приводить к 

получению "биологически улучшенной" молекулы для лечения заболевания, осуществляемого с помо-

щью генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК 

конструкции, кодирующей полноразмерное или HuPTM Fab терапевтическое mAb пациенту (субъекту-

человеку), у которого диагностирован признак заболевания для этого mAb, для создания у субъекта по-

стоянного депо, которое непрерывно поставляет человеческий гликозилированный сульфатированный 

трансгенный продукт, производимый трансдуцированными клетками субъекта. Конструкция кДНК для 

HuPTMmAb или HuPTM Fab должна включать в себя сигнальный пептид, который обеспечивает надле-

жащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликозилирование и сульфатирование белка) трансдуци-

рованными клетками человека. 
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В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения полноразмерный или 

HuPTM Fab может быть получен в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомбинантной 

ДНК, а гликопротеин может вводиться пациентам. 

Комбинированные терапии, предусматривающие доставку полноразмерного или HuPTM Fab паци-

енту, сопровождаемую введением других доступных способов лечения, охватываются способами по на-

стоящему изобретению. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, одновременно или по-

сле лечения генной терапией. Такие дополнительные способы лечения могут включать в себя, без огра-

ничения, совместную терапию с терапевтическим mAb. 

Также предусмотрены способы изготовления вирусных векторов, в частности вирусных векторов на 

основе AAV. Согласно конкретным вариантам осуществления предусмотрены способы получения ре-

комбинантных AAV, предусматривающие культивирование клетки-хозяина, содержащей искусственный 

геном, содержащий цис-экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, причем цис-

экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий терапевтическое антитело, функционально свя-

занное с элементами контроля экспрессии, которые будут контролировать экспрессию трансгена в клет-

ках человека; транс-экспрессионную кассету, в которой отсутствуют ITR AAV, причем транс-

экспрессионная кассета кодирует белок rep и капсида AAV, функционально связанный с элементами 

контроля экспрессии, которые управляют экспрессией белков rep и капсида AAV в клетке-хозяине в 

культуре и обеспечивают белки rep и cap in trans; достаточные вспомогательные функции аденовируса 

для репликации и упаковки искусственного генома белками капсида AAV; и восстановление рекомби-

нантного AAV, инкапсулирующего искусственный геном, из культуры клеток. 

3.1. Иллюстративные варианты осуществления 

Композиция. 

1. Фармацевтическая композиция для лечения болезни Альцгеймера, мигреней, кластерных голов-

ных болей или таупатий, включая в себя хроническую травматическую энцефалопатию, прогрессирую-

щий надъядерный паралич и лобно-височную деменцию у нуждающегося в этом субъекта-человека, со-

держащая вектор аденоассоциированного вируса (AAV), содержащего: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79) или капсида AAVrh10 (SEQ ID NO: 80), и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную инвертирован-

ными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирую-

щий mAb к амилоиду бета, к тау или к CGRPR или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально 

связанный с одной или более регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию 

трансгена в клетках ЦНС человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для интратекального введения в ЦНС указанного субъекта. 

2. Фармацевтическая композиция по п.1, в которой mAb к амилоиду β представляет собой адукану-

маб, кренезумаб, гантенумаб или BAN2401, a mAb к тау представляет собой aTAU, а к CGRPR представ-

ляет собой эренумаб, эптинезумаб, фреманезумаб или галканезумаб. 

3. Фармацевтическая композиция по пп.1 или 2, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или одноцепочечный вариабельный домен (scFv). 

4. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-3, в которой антигенсвязывающий фрагмент 

содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 1 и легкую цепь с амино-

кислотной последовательностью SEQ ID NO: 2 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательно-

стью SEQ ID NO: 3 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 4; или тяжелую 

цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 5 и легкую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 6; или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 53 и 

легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 54; тяжелую цепь с аминокислотной 

последовательностью SEQ ID NO: 55 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 

56; или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 57 и легкую цепь с амино-

кислотной последовательностью SEQ ID NO: 58. 

5. Фармацевтическая композиция по п.4, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 101, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 102, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 103, кодирую-

щую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 104, кодирующую легкую цепь; 

или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 105, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную 

последовательность SEQ ID NO: 106, кодирующую легкую цепь; или тяжелую цепь с нуклеотидной по-

следовательностью SEQ ID NO: 153 и легкую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 

154; тяжелую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 155 и легкую цепь с нуклеотидной 

последовательностью SEQ ID NO: 156 или тяжелую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID 

NO: 157 и легкую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 158. 

6. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-4, в которой антитело или его антигенсвязы-

вающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

7. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-6, в которой трансген кодирует сигнальную по-
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следовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего фрагмента, 

который направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках ЦНС человека. 

8. Фармацевтическая композиция по п.7, в которой указанная сигнальная последовательность пред-

ставляет собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или сигнальную последовательность из 

табл. 1. 

9. Фармацевтическая композиция по любому из пп.1-8, в которой капсид AAV представляет собой 

AAV9. 

10. Фармацевтическая композиция для лечения атопического дерматита у нуждающегося в этом 

субъекта-человека, содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к IL4R или его антигенсвязывающий 

фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, которые 

контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных клетках человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень или мышцу указан-

ного субъекта. 

11. Фармацевтическая композиция по п.10, в которой mAb к IL4R представляет собой дупилумаб. 

12. Фармацевтическая композиция по п.10 или 11, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

13. Фармацевтическая композиция по любому из пп.10-12, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 7 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 8. 

14. Фармацевтическая композиция по п.13, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 107, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 108, кодирующую легкую цепь. 

15. Фармацевтическая композиция по любому из пп.10-13, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

16. Фармацевтическая композиция по любому из пп.10-15, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

17. Фармацевтическая композиция по п.16, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

18. Фармацевтическая композиция по любому из пп.10-17, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

19. Фармацевтическая композиция для лечения псориаза, псориатического артрита, анкилозирую-

щего спондилита или болезни Крона у нуждающегося в этом субъекта-человека, содержащая вектор 

AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к IL17A или к IL12/IL23 или его анти-

генсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последова-

тельностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных 

клетках человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень или мышцу указан-

ного субъекта. 

20. Фармацевтическая композиция по п.19, в которой mAb к IL17A или к IL12/IL23 представляет 

собой иксекизумаб, секукинумаб или устекинумаб. 

21. Фармацевтическая композиция по п.19 или 20, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

22. Фармацевтическая композиция по любому из пп.19-21, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 9 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 10 или тяжелую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 11 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 12; или 

тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 13 и легкую цепь с аминокислотной 

последовательностью SEQ ID NO: 14. 

23. Фармацевтическая композиция по п.22, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 109, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 110, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 111, кодирую-

щую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 112, кодирующую легкую цепь; 
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или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 113, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную 

последовательность SEQ ID NO: 114, кодирующую легкую цепь. 

24. Фармацевтическая композиция по любому из пп.19-22, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

25. Фармацевтическая композиция по любому из пп.19-24, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

26. Фармацевтическая композиция по п.25, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

27. Фармацевтическая композиция по любому из пп.19-26, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

28. Фармацевтическая композиция для лечения астмы у нуждающегося в этом субъекта-человека, 

содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к IL-5 или его антигенсвязывающий 

фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, которые 

контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных клетках человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень или мышцу указан-

ного субъекта. 

29. Фармацевтическая композиция по п.28, в которой mAb к IL-5 представляет собой меполизумаб. 

30. Фармацевтическая композиция по пп.28 или 29, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

31. Фармацевтическая композиция по любому из пп.28-30, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 15 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 16. 

32. Фармацевтическая композиция по п.31, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 115, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 116, кодирующую легкую цепь. 

33. Фармацевтическая композиция по любому из пп.28-31, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

34. Фармацевтическая композиция по любому из пп.28-33, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

35. Фармацевтическая композиция по п.34, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

36. Фармацевтическая композиция по любому из пп.28-35, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

37. Фармацевтическая композиция для лечения рассеянного склероза, язвенного колита или болез-

ни Крона у нуждающегося в этом субъекта-человека, содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78), капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79) или капсида AAVrh10 (SEQ ID 

NO: 80); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к интегрину или его антигенсвязы-

вающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, 

которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека, мышечных клетках человека 

или клетках ЦНС человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень или мышцы ука-

занного субъекта или для интратекального введения в ЦНС указанного субъекта. 

38. Фармацевтическая композиция по п.37, в которой mAb к интегрину представляет собой ведоли-

зумаб или натализумаб. 

39. Фармацевтическая композиция по п.37 или 38, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

40. Фармацевтическая композиция по любому из пп.37-39, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 17 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 18 или тяжелую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 19 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 20. 

41. Фармацевтическая композиция по п.40, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-
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тельность SEQ ID NO: 117, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 118, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 119, кодирую-

щую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 120, кодирующую легкую цепь. 

42. Фармацевтическая композиция по любому из пп.37-41, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

43. Фармацевтическая композиция по любому из пп.37-42, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

44. Фармацевтическая композиция по п.43, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 1, 2 или 3. 

45. Фармацевтическая композиция по любому из пп.37-44, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

46. Фармацевтическая композиция для лечения HeFH, HoFH, дислипидемии, сердечно-сосудистых 

заболеваний, включая в себя атеросклеротическое сердечнососудистое заболевание (ACD), образование 

атеросклеротических бляшек, аномально высокие уровни не-HDL холестерина и LDL, аортальный сте-

ноз, стеноз печени или гиперхолестеринемию, у нуждающегося в этом субъекта-человека, содержащая 

вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к PCSK9, к ANGPTL3 или к OxPL или 

его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными после-

довательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышеч-

ных клетках человека; причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень 

или мышцу указанного субъекта. 

47. Фармацевтическая композиция по п.46, в которой mAb к PCSK9 или к ANGPTL3 представляет 

собой алирокумаб, эволокумаб или эвинакумаб или к OxPL представляет собой Е06. 

48. Фармацевтическая композиция по п.46 или 47, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

49. Фармацевтическая композиция по любому из пп.46-48, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 21 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 22 или тяжелую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 23 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 24; тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 25 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 26; или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID 

NO: 59 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 60. 

50. Фармацевтическая композиция по п.49, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 121, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 122, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 123, кодирую-

щую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 124, кодирующую легкую цепь; 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 125, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную по-

следовательность SEQ ID NO: 126, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность 

SEQ ID NO: 159, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 160, ко-

дирующую легкую цепь. 

51. Фармацевтическая композиция по любому из пп.44-50, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

52. Фармацевтическая композиция по любому из пп.44-51, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

53. Фармацевтическая композиция по п.52, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

54. Фармацевтическая композиция по любому из пп.44-53, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

55. Фармацевтическая композиция для лечения остеопороза у нуждающегося в этом субъекта-

человека, содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к RANKL или его антигенсвязываю-

щий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, ко-
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торые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных клетках человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень или мышцу указан-

ного субъекта. 

56. Фармацевтическая композиция по п.55, в которой mAb к RANLK представляет собой деносумаб. 

57. Фармацевтическая композиция по п.55 или 56, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

58. Фармацевтическая композиция по любому из пп.55-57, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 27 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 28. 

59. Фармацевтическая композиция по п.58, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 127, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 128, кодирующую легкую цепь. 

60. Фармацевтическая композиция по любому из пп.55-59, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

61. Фармацевтическая композиция по любому из пп.55-60, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

62. Фармацевтическая композиция по п.61, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

63. Фармацевтическая композиция по любому из пп.55-62, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

64. Фармацевтическая композиция для лечения метастатической меланомы, лимфомы или немелко-

клеточной карциномы легкого у нуждающегося в этом субъекта-человека, содержащая вектор AAV, со-

держащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, причем 

экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb-блокатор PD-1 или его антигенсвязываю-

щий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, кото-

рые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных клетках человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень или мышцу указан-

ного субъекта. 

65. Фармацевтическая композиция по п.64, в которой mAb-блокатор PD-1 представляет собой ни-

волумаб или пембролизумаб. 

66. Фармацевтическая композиция по пп.64 или 65, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

67. Фармацевтическая композиция по любому из пп.64-66, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 29 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 30 или тяжелую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 31 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 32. 

68. Фармацевтическая композиция по п.67, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 129, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 130, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 131, кодирую-

щую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 132, кодирующую легкую цепь. 

69. Фармацевтическая композиция по любому из пп.64-68, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

70. Фармацевтическая композиция по любому из пп.64-69, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

71. Фармацевтическая композиция по п.70, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

72. Фармацевтическая композиция по любому из пп.64-71, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

73. Фармацевтическая композиция для лечения системной красной волчанки (SLE) у нуждающего-

ся в этом субъекта-человека, содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к BLyS или его антигенсвязывающий 

фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, которые 
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контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных клетках человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения в печень или мышцу указан-

ного субъекта. 

74. Фармацевтическая композиция по п.73, в которой mAb к BLyS представляет собой белимумаб. 

75. Фармацевтическая композиция по пп.73 или 74, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

76. Фармацевтическая композиция по любому из пп.73-75, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 41 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 42. 

77. Фармацевтическая композиция по п.76, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 141, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 142, кодирующую легкую цепь. 

78. Фармацевтическая композиция по любому из пп.73-77, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

79. Фармацевтическая композиция по любому из пп.73-78, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

80. Фармацевтическая композиция по п.79, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

81. Фармацевтическая композиция по любому из пп.73-80, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

82. Фармацевтическая композиция для лечения нарушений глаз, включая в себя возрастную маку-

лярную дегенерацию, у нуждающегося в этом субъекта-человека, содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к ММР9, к VEGF или к fD или его 

антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последо-

вательности, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках сетчатки человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для субретинального, интравитреального или супрахо-

риоидального введения в глаз указанного субъекта. 

83. Фармацевтическая композиция по п.82, в которой mAb к VEGF представляет собой ранибизу-

маб, бевацизумаб или бролуцизумаб, указанное mAb к Fd представляет собой лампализумаб или указан-

ное mAb к ММР9 представляет собой андекаликсимаб. 

84. Фармацевтическая композиция по пп.82 или 83, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

85. Фармацевтическая композиция по любому из пп.82-84, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 33 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 34 или тяжелую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 35 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 36; или 

тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 37 и легкую цепь с аминокислотной 

последовательностью SEQ ID NO: 38; или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ 

ID NO: 39 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 40; или тяжелую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 45 и легкую цепь с аминокислотной последователь-

ностью SEQ ID NO: 46. 

86. Фармацевтическая композиция по п.85, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 133, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 134, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 135, кодирую-

щую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 136, кодирующую легкую цепь; 

или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 137, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную 

последовательность SEQ ID NO: 138, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность 

SEQ ID NO: 139, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 140, ко-

дирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 145, кодирующую тяжелую 

цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 146, кодирующую легкую цепь. 

87. Фармацевтическая композиция по любому из пп.82-85, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

88. Фармацевтическая композиция по любому из пп.82-87, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках сет-

чатки человека. 

89. Фармацевтическая композиция по п.88, в которой указанная сигнальная последовательность 
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выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 1. 

90. Фармацевтическая композиция по любому из пп.82-89, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

91. Фармацевтическая композиция для лечения ревматоидного артрита, псориатического артрита, 

анкилозирующего спондилита, болезни Крона, бляшечного псориаза или язвенного колита у нуждающе-

гося в этом субъекта-человека, содержащая вектор AAV, содержащий: 

(а) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий антитело к TNF или его антигенсвязываю-

щий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, ко-

торые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных клетках человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения указанному субъекту. 

92. Фармацевтическая композиция по п.91, в которой mAb к TNF-альфа представляет собой адали-

мумаб или инфликсимаб. 

93. Фармацевтическая композиция по п.91 или 92, в которой антигенсвязывающий фрагмент пред-

ставляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

94. Фармацевтическая композиция по любому из пп.91-93, в которой антигенсвязывающий фраг-

мент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 49 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 50 или тяжелую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 51 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 52. 

95. Фармацевтическая композиция по п.94, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 149, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 150, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 151, кодирую-

щую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 152, кодирующую легкую цепь. 

96. Фармацевтическая композиция по любому из пп.91-94, в которой антитело или его антигенсвя-

зывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

97. Фармацевтическая композиция по любому из пп.91-96, в которой трансген кодирует сигналь-

ную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека или мышечных клетках человека. 

98. Фармацевтическая композиция по п.97, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 2 или 3. 

99. Фармацевтическая композиция по любому из пп.91-98, в которой капсид AAV представляет со-

бой AAV8. 

100. Фармацевтическая композиция для лечения пароксизмальной ночной гемоглобинурии (PNH) 

или атипичного гемолитико-уремического синдрома (aHUS) у нуждающегося в этом субъекта-человека, 

содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к белку комплемента С5 или С5а или 

его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными после-

довательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека; 

причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения указанному субъекту. 

101. Фармацевтическая композиция по п.100, в которой mAb к белку комплемента С5 или С5а 

представляет собой экулизумаб. 

102. Фармацевтическая композиция по пп.100 или 101, в которой антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

103. Фармацевтическая композиция по любому из пп.100-102, в которой антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 43 и легкую цепь 

с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 44. 

104. Фармацевтическая композиция по п.103, в которой трансген содержит нуклеотидную последо-

вательность SEQ ID NO: 143, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 144, кодирующую легкую цепь. 

105. Фармацевтическая композиция по любому из пп.101-104, в которой антитело или его антиген-

связывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

106. Фармацевтическая композиция по любому из пп.100-105, в которой трансген кодирует сиг-

нальную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека. 

107. Фармацевтическая композиция по п.106, в которой указанная сигнальная последовательность 
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выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 3. 

108. Фармацевтическая композиция по любому из пп.101-107, в которой капсид AAV представляет 

собой AAV8. 

109. Фармацевтическая композиция для лечения наследственного ангионевротического отека у ну-

ждающегося в этом субъекта-человека, содержащая вектор AAV, содержащая: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к калликреину плазмы или его анти-

генсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последова-

тельностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышечных 

клетках человека; причем указанный вектор AAV составлен для внутривенного введения указанному 

субъекту. 

110. Фармацевтическая композиция по п.109, в которой mAb к калликреину плазмы представляет 

собой ланаделумаб. 

111. Фармацевтическая композиция по п.109 или 111, в которой антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

112. Фармацевтическая композиция по любому из пп.109-111, в которой антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 47 и легкую цепь 

с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 48. 

113. Фармацевтическая композиция по п.112, в которой трансген содержит нуклеотидную последо-

вательность SEQ ID NO: 147, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 148, кодирующую легкую цепь. 

114. Фармацевтическая композиция по любому из пп.110-113, в которой антитело или его антиген-

связывающий фрагмент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

115. Фармацевтическая композиция по любому из пп.109-114, в которой трансген кодирует сиг-

нальную последовательность на N-конце тяжелой цепи и легкой цепи указанного антигенсвязывающего 

фрагмента, которая направляет секрецию и посттрансляционную модификацию в указанных клетках пе-

чени человека. 

116. Фармацевтическая композиция по п.115, в которой указанная сигнальная последовательность 

выбрана из сигнальных последовательностей в табл. 3. 

117. Фармацевтическая композиция по любому из пп.110-116, в которой капсид AAV представляет 

собой AAV8. 

Способ лечения. 

118. Способ лечения болезни Альцгеймера, мигреней, кластерных головных болей или таупатий, 

включая в себя хроническую травматическую энцефалопатию, прогрессирующий надъядерный паралич 

и лобно-височную деменцию, у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий доставку 

в спинномозговую жидкость (CSF) указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количе-

ства mAb к амилоиду бета, к тау или к CGRPR или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого 

клетками центральной нервной системы человека (ЦНС). 

119. Способ лечения болезни Альцгеймера, мигреней, кластерных головных болей или таупатий, 

включая в себя хроническую травматическую энцефалопатию, прогрессирующий надъядерный паралич 

и лобно-височную деменцию у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий: введение 

в заднюю мозжечково-мозговую цистерну указанного субъекта терапевтически эффективного количест-

ва рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к ами-

лоиду бета, к тау или к CGRPR или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с од-

ним или более регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в 

клетках ЦНС человека, так что образуется депо, которое высвобождает человеческую посттрансляцион-

но модифицированную (HuPTM) форму указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

120. Способ по пп.118 или 119, при котором mAb к амилоиду бета представляет собой адуканумаб, 

кренезумаб, гантенумаб или BAN2401 или при котором mAb к тау представляет собой aTAU, или при 

котором к CGRPR представляет собой эренумаб, эптинезумаб, фреманезумаб или галканезумаб. 

121. Способ по любому из пп.118-120, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

122. Способ по любому из пп.118-121, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 1 и легкую цепь с аминокислотной после-

довательностью SEQ ID NO: 2 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 3 

и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 4; или тяжелую цепь с аминокислот-

ной последовательностью SEQ ID NO: 5 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID 

NO: 6; или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 53 и легкую цепь с ами-

нокислотной последовательностью SEQ ID NO: 54; тяжелую цепь с аминокислотной последовательно-

стью SEQ ID NO: 55 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 56; или тяже-
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лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 57 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 58. 

123. Способ по п.122, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 101, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 102, кодирую-

щую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 103, кодирующую тяжелую цепь, 

и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 104, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную 

последовательность SEQ ID NO: 105, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность 

SEQ ID NO: 106, кодирующую легкую цепь; или тяжелую цепь с нуклеотидной последовательностью 

SEQ ID NO: 153 и легкую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 154; тяжелую цепь с 

нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 155 и легкую цепь с нуклеотидной последовательно-

стью SEQ ID NO: 156; или тяжелую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 157 и лег-

кую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 158. 

124. Способ по любому из пп.118-122, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

125. Способ по любому из пп.118-124, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

126. Способ по любому из пп.118-125, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

гликозилированы, но не содержат обнаруживаемого NeuGc и/или α-Gal. 

127. Способ по любому из пп.118-126, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

128. Способ по любому из пп.119-127, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV9 или AAVrh10. 

129. Способ по любому из пп.119-128, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдуцирования клеток ЦНС 

человека в культуре с помощью указанного рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов и экс-

прессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

130. Способ лечения псориаза, псориатического артрита, анкилозирующего спондилита или болез-

ни Крона у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий доставку в кровоток указан-

ного субъекта-человека терапевтически эффективного количества mAb к IL17A или к IL12/IL23 или его 

антигенсвязывающего фрагмента, производимого клетками печени человека или мышечными клетками 

человека. 

131. Способ лечения псориаза, псориатического артрита, анкилозирующего спондилита или болез-

ни Крона у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий: 

введение в печень или мышцу указанного субъекта терапевтически эффективного количества ре-

комбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к IL17A или 

к IL12/IL23 или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регу-

ляторными последовательности, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени челове-

ка или мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает форму HuPTM ука-

занного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

132. Способ по п.130 или 131, при котором mAb к IL17A или к IL12/IL23 представляет собой иксе-

кизумаб, секукинумаб или устекинумаб. 

133. Способ по любому из пп.130-132, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

134. Способ по любому из пп.130-133, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 9 и легкую цепь с аминокислотной после-

довательностью SEQ ID NO: 10 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 

11 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 12; или тяжелую цепь с амино-

кислотной последовательностью SEQ ID NO: 13 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью 

SEQ ID NO: 14. 

135. Способ по п.134, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 109, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 110, кодирую-

щую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 111, кодирующую тяжелую цепь, 

и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 112, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную 

последовательность SEQ ID NO: 113, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность 

SEQ ID NO: 114, кодирующую легкую цепь. 

136. Способ по любому из пп.132-134, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

137. Способ по любому из пп.132-136, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

138. Способ по любому из пп.132-137, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемого NeuGc или α-Gal. 
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139. Способ по любому из пп.132-138, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

140. Способ по любому из пп.133-139, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

141. Способ по любому из пп.133-140, при котором получение указанной формы HuPTM mAb или 

его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или мышечных 

клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и экспрессии 

указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

142. Способ лечения рассеянного склероза, язвенного колита или болезни Крона у нуждающегося в 

этом субъекта-человека, предусматривающий доставку в CSF или кровоток указанного субъекта-

человека терапевтически эффективного количества mAb к интегрину или его антигенсвязывающего 

фрагмента, производимого клетками ЦНС человека, клетками печени человека или мышечными клетка-

ми человека. 

143. Способ лечения рассеянного склероза, язвенного колита или болезни Крона у нуждающегося в 

этом субъекта-человека, предусматривающий: 

введение в ЦНС, печень или мышцу указанного субъекта-человека терапевтически эффективного 

количества рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb 

к интегрину или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регу-

ляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках ЦНС челове-

ка, клетках печени человека или мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высво-

бождает HuPTM форму указанного mAb или антигенсвязывающего фрагмента. 

144. Способ по пп.142 или 143, при котором mAb к интегрину представляет собой натализумаб или 

ведолизумаб. 

145. Способ по любому из пп.142-144, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

146. Способ по любому из пп.142-145, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 17 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 18 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID 

NO: 19 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 20. 

147. Способ по п.146, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 117, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 118, кодирую-

щую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 119, кодирующую тяжелую цепь, 

и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 120, кодирующую легкую цепь. 

148. Способ по любому из пп.142-145, при котором антитело или его антигенсвязывающий фраг-

мент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

149. Способ по любому из пп.142-148, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

150. Способ по любому из пп.142-149, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

151. Способ по любому из пп.142-150, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

152. Способ по любому из пп.143-151, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8, AAV9 или AAVrh10. 

153. Способ по любому из пп.143-152, при котором получение формы HuPTM mAb или его анти-

генсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток ЦНС человека, клеток печени 

человека или мышечных клеток в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеоти-

дов и экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

154. Способ лечения атопического дерматита у нуждающегося в этом субъекта-человека, преду-

сматривающий доставку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтически эффективного коли-

чества mAb к IL4R или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого клетками печени человека 

или мышечными клетками человека. 

155. Способ лечения атопического дерматита у нуждающегося в этом субъекта-человека, преду-

сматривающий: 

введение в печень или мышцу указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количе-

ства рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к 

IL4R или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регулятор-

ными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека 

или мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает HuPTM-форму указан-

ного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

156. Способ по пп.154 или 155, при котором mAb к IL-4R представляет собой дупилумаб. 

157. Способ по любому из пп.154-156, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 
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158. Способ по любому из пп.154-157, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 7 и легкую цепь с аминокислотной после-

довательностью SEQ ID NO: 8. 

159. Способ по п.158, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 107, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 108, кодирую-

щую легкую цепь. 

160. Способ по любому из пп.154-158, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

161. Способ по любому из пп.154-160, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

162. Способ по любому из пп.154-161, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

163. Способ по любому из пп.154-162, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

164. Способ по любому из пп.155-163, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

165. Способ по любому из пп.155-164, при котором получение формы HuPTM указанного mAb или 

его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или мышечных 

клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и экспрессии 

указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

166. Способ лечения астмы у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий дос-

тавку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количества mAb к IL-5 

или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого клетками печени человека или мышечными 

клетками человека. 

167. Способ лечения астмы у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий: 

введение в печень или мышцу указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количе-

ства рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к IL-5 

или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными 

последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или 

мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает форму HuPTM указанного 

mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

168. Способ по пп.166 или 167, при котором mAb к IL-5 представляет собой меполизумаб. 

169. Способ по любому из пп.166-168, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

170. Способ по любому из пп.166-159, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 15 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 16. 

171. Способ по п.170, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 115, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 116, кодирую-

щую легкую цепь. 

172. Способ по любому из пп.166-170, при котором антитело или его антигенсвязывающий фраг-

мент представляет собой гипергликозилированный мутант. 

173. Способ по любому из пп.166-172, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

174. Способ по любому из пп.166-173, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

175. Способ по любому из пп.166 до 174, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

176. Способ по любому из пп.167-175, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

177. Способ по любому из пп.167-176, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

178. Способ лечения HeFH, HoFH, дислипидемии, сердечно-сосудистых заболеваний, включая в се-

бя атеросклеротическое сердечно-сосудистое заболевание (ACD), образование атеросклеротических 

бляшек, аномально высокие уровни не-HDL холестерина и LDL, аортальный стеноз, стеноз печени или 

гиперхолестеринемию и дислипидемию у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий 

доставку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количества mAb к 

PCSK9, к ANGPTL3, к OxPL или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого клетками печени 

человека или мышечными клетками человека. 
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179. Способ лечения HeFH, HoFH, дислипидемии, сердечно-сосудистых заболеваний, включая в се-

бя атеросклеротическое сердечно-сосудистое заболевание (ACD), образование атеросклеротических 

бляшек, аномально высокие уровни не-HDL холестерина и LDL, аортальный стеноз, стеноз печени или 

гиперхолестеринемию, у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий: 

введение в печень или мышцу указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количе-

ства рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к 

PCSK9, к OxPL или к ANGPTL3 или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с 

одной или более регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в 

клетках печени человека или мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобож-

дает форму HuPTM mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

180. Способ по пп.178 или 179, при котором mAb к PCSK9 представляет собой алирокумаб или эво-

локумаб или mAb к ANGPTL3 представляет собой эвинакумаб или к OxPL представляет собой Е06. 

181. Способ по любому из пп.178-180, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

182. Способ по любому из пп.178-181, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 21 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 22 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID 

NO: 23 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 24; тяжелую цепь с амино-

кислотной последовательностью SEQ ID NO: 25 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью 

SEQ ID NO: 26; или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 59 и легкую 

цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 60. 

183. Способ по п.182, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 121, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 122, кодирую-

щую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 123, кодирующую тяжелую цепь, 

и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 124, кодирующую легкую цепь; нуклеотидную после-

довательность SEQ ID NO: 125, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ 

ID NO: 126, кодирующую легкую цепь; или тяжелую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID 

NO: 159 и легкую цепь с нуклеотидной последовательностью SEQ ID NO: 160. 

184. Способ по любому из пп.178-182, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

185. Способ по любому из пп.178-184, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

186. Способ по любому из пп.178-185, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

187. Способ по любому из пп.178-186, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

188. Способ по любому из пп.179-187, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

189. Способ по любому из пп.179-188, при котором получение указанной формы HuPTM mAb или 

его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени человека или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

190. Способ лечения остеопороза, увеличения костной массы у пациентов с раком молочной железы 

или предстательной железы или предотвращения связанных со скелетом событий из-за метастазирования 

в кости у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий доставку в кровоток указанного 

субъекта-человека терапевтически эффективного количества mAb к RANKL или его антигенсвязываю-

щего фрагмента, производимого клетками печени человека или мышечными клетками человека. 

191. Способ лечения остеопороза, увеличения костной массы у пациентов с раком молочной железы 

или предстательной железы или предотвращения связанных со скелетом событий из-за метастазирования 

в кости у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий 

введение в печень или мышцу указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количе-

ства рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к 

RANKL или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуля-

торными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени челове-

ка или мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает форму HuPTM mAb 

или ее антигенсвязывающего фрагмента. 

192. Способ по п.190 или 191, где анти-RANKL mAb представляет собой деносумаб. 

193. Способ по любому из пп.190-192, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

194. Способ по любому из пп.190-193, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 27 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 28. 
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195. Способ по п.194, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 128, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 127, кодирую-

щую легкую цепь. 

196. Способ по любому из пп.190-194, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

197. Способ по любому из пп.190-196, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

198. Способ по любому из пп.190-197, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

199. Способ по любому из пп.190-198, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

200. Способ по любому из пп.191-199, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

201. Способ по любому из пп.191-200, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

202. Способ лечения метастатической меланомы, лимфомы, немелкоклеточной карциномы легкого, 

плоскоклеточного рака головы и шеи, уротелиальной карциномы, рака с высокой микросателлитной не-

стабильностью, рака желудка, почечно-клеточной карциномы, метастатического рака толстой кишки с 

дефицитом репарации неспаренных оснований и гепатоцеллюлярной карциномы у нуждающегося в этом 

субъекта-человека, предусматривающий доставку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтиче-

ски эффективного количества mAb-блокатора PD-1 или его антигенсвязывающего фрагмента, произво-

димого клетками печени человека или мышечными клетками человека. 

203. Способ лечения метастатической меланомы, лимфомы, немелкоклеточной карциномы легкого, 

плоскоклеточного рака головы и шеи, уротелиальной карциномы, рака с высокой микросателлитной не-

стабильностью, рака желудка, почечно-клеточной карциномы, метастатического рака толстой кишки с 

дефицитом репарации неспаренных оснований и гепатоцеллюлярной карциномы у нуждающегося в этом 

субъекта-человека, предусматривающий: 

введение в печень или мышцу указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количе-

ства рекомбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb-

блокатор PD-1 или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более 

регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени 

человека или мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает HuPTM-

форму указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

204. Способ по п.202 или 203, при котором mAb-блокатор PD-1 представляет собой ниволумаб или 

пембролизумаб. 

205. Способ по любому из пп.202-204, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

206. Способ по любому из пп.202-205, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 29 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 30 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID 

NO: 31 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 32. 

207. Способ по п.206, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 129, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 130, кодирую-

щую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 131, кодирующую тяжелую цепь, 

и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 132, кодирующую легкую цепь. 

208. Способ по любому из пп.202-206, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

209. Способ по любому из пп.202-208, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

210. Способ по любому из пп.202-209, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

211. Способ по любому из пп.202-210, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

212. Способ по любому из пп.203-211, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

213. Способ по любому из пп.203-212, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 
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214. Способ лечения системной красной волчанки (SLE) у нуждающегося в этом субъекта-человека, 

предусматривающий доставку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтически эффективного 

количества mAb к BLyS или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого клетками печени че-

ловека или мышечными клетками человека. 

215. Способ лечения SLE у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий: 

введение в печень или мышцу указанного субъекта терапевтически эффективного количества ре-

комбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к BLyS или 

его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными после-

довательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или в мы-

шечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает форму HuPTM указанного 

mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

216. Способ по пп.214 или 215, при котором mAb к BLyS представляет собой белимумаб. 

217. Способ по любому из пп.214-216, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

218. Способ по любому из пп.214-217, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 41 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 42. 

219. Способ по п.218, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 139, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 142, кодирую-

щую легкую цепь. 

220. Способ по любому из пп.214-218, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

221. Способ по любому из пп.214-220, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

222. Способ по любому из пп.214-221, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемый NeuGc или α-Gal. 

223. Способ по любому из пп.214-222, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

224. Способ по любому из пп.215-223, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

225. Способ по любому из пп.215-224, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным нуклеотидным вектором экспрессии 

и экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

226. Способ лечения нарушения глаз, включая в себя неоваскулярную возрастную макулярную де-

генерацию (nAMD), сухую форму AMD, диабетическую ретинопатию, диабетический макулярный отек 

(DME), окклюзию центральной вены сетчатки (RVO), патологическую миопию или полипоидную сосу-

дистую васкулопатию, у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий доставку к сет-

чатке указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количества mAb к ММР9, к VEGF 

или к fD или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого клетками сетчатки человека. 

227. Способ лечения нарушения глаз, включая в себя nAMD, сухую форму AMD, диабетическую 

ретинопатию, DME, RVO, патологическую миопию или полипоидную хориоидальную васкулопатию, у 

нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий: 

введение субретинально, интравитреально или супрахориоидально указанному субъекту-человеку 

терапевтически эффективного количества рекомбинантного нуклеотидного вектора экспрессии, содер-

жащего трансген, кодирующий mAb к ММР9, к VEGF или к fD или его антигенсвязывающего фрагмен-

та, функционально связанного с одной или более регуляторными последовательностями, которые кон-

тролируют экспрессию трансгена в клетках сетчатки человека, так что образуется депо, которое высво-

бождает форму HuPTM указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

228. Способ по пп.226 или 227, при котором mAb к ММР9, к VEGF или к fD представляет собой 

андекаликсимаб, ранибизумаб, бевацизумаб, бролуцизумаб или лампализумаб. 

229. Способ по любому из пп.226-228, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

230. Способ по любому из пп.226-229, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 33 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 34 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID 

NO: 35 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 36; или тяжелую цепь с ами-

нокислотной последовательностью SEQ ID NO: 37 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью 

SEQ ID NO: 38; или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 39 и легкую цепь с 

аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 40; или тяжелую цепь с аминокислотной последова-

тельностью SEQ ID NO: 45 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 46. 

231. Способ по п.230, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 
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NO: 133, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 134, кодирую-

щую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 135, кодирующую тяжелую цепь, 

и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 136, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную 

последовательность SEQ ID NO: 137, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность 

SEQ ID NO: 138, кодирующую легкую цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 139, 

кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 140, кодирующую легкую 

цепь; или нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 145, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотид-

ную последовательность SEQ ID NO: 146, кодирующую легкую цепь. 

232. Способ по любому из пп.226-230, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

233. Способ по любому из пп.226-232, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

234. Способ по любому из пп.226-233, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

235. Способ по любому из пп.226-234, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

236. Способ по любому из пп.227-235, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

237. Способ по любому из пп.227-236, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток сетчатки че-

ловека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и экспрессии указан-

ного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

238. Способ лечения муковисцидоза (CF), ревматоидного артрита (RA), UC, CD, солидных опухо-

лей, аденокарциномы поджелудочной железы, аденокарциномы легких, плоскоклеточной карциномы 

легких, пищеводно-желудочной аденокарциномы, рака желудка, колоректального рака или рака молоч-

ной железы у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий доставку в кровоток ука-

занного субъекта-человека терапевтически эффективного количества mAb к ММР9 или его антигенсвя-

зывающего фрагмента, производимого клетками печени человека или мышечными клетками человека. 

239. Способ лечения муковисцидоза (CF), ревматоидного артрита (RA), UC, CD, солидных опухо-

лей, аденокарциномы поджелудочной железы, аденокарциномы легких, плоскоклеточной карциномы 

легких, пищеводно-желудочной аденокарциномы, рака желудка, колоректального рака или рака молоч-

ной железы у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий: 

введение в печень или мышцу указанного субъекта терапевтически эффективного количества ре-

комбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к ММР9 или 

его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными после-

довательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или в мы-

шечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает форму HuPTM указанного 

mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

240. Способ по п.238 или 239, при котором mAb к ММР9 представляет собой андекаликсимаб. 

241. Способ по любому из пп.238-240, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

242. Способ по любому из пп.238-224, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 45 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 46. 

243. Способ по п.242, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 145, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 146, кодирую-

щую легкую цепь. 

244. Способ по любому из пп.238-242, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

245. Способ по любому из пп.238-244, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

246. Способ по любому из пп.238-245, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемые NeuGc или α-Gal. 

247. Способ по любому из пп.238-246, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

248. Способ по любому из пп.239-247, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

249. Способ по любому из пп.239-248, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 
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250. Способ лечения наследственного ангионевротического отека у нуждающегося в этом субъекта-

человека, предусматривающий доставку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтически эф-

фективного количества mAb к калликреину или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого 

клетками печени человека или мышечными клетками человека. 

251. Способ лечения наследственного ангионевротического отека у нуждающегося в этом субъекта-

человека, предусматривающий 

введение в печень или мышцу указанного субъекта терапевтически эффективного количества ре-

комбинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к калликреи-

ну или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными 

последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или в 

мышечных клетках человека, так что образуется депо, которое высвобождает форму HuPTM указанного 

mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

252. Способ по п.250 или 251, при котором mAb к калликреину представляет собой ланаделумаб. 

253. Способ по любому из пп.250-252, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

254. Способ по любому из пп.250-253, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 47 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 48. 

255. Способ по п.254, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 147, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 148, кодирую-

щую легкую цепь. 

256. Способ по любому из пп.250-255, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

257. Способ по любому из пп.250-256, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

258. Способ по любому из пп.250-257, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемый NeuGc или α-Gal. 

259. Способ по любому из пп.250-258, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

260. Способ по любому из пп.251-259, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

261. Способ по любому из пп.251-260, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

262. Способ лечения ревматоидного артрита, псориатического артрита, анкилозирующего спонди-

лита, болезни Крона, бляшечного псориаза или язвенного колита у нуждающегося в этом субъекта-

человека, предусматривающий доставку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтически эф-

фективного количества mAb к TNF-альфа или его антигенсвязывающего фрагмента, производимого 

клетками печени человека или мышечными клетками человека. 

263. Способ лечения ревматоидного артрита, псориатического артрита, анкилозирующего спонди-

лита, болезни Крона, бляшечного псориаза или язвенного колита у нуждающегося в этом субъекта-

человека, предусматривающий 

введение в печень или мышцу указанного субъекта терапевтически эффективного количества ре-

комбинантного нуклеотидного вектора экспрессии, содержащего трансген, кодирующий mAb к TNF-

альфа или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регулятор-

ными последовательностями, которые 

контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или в мышечных клетках человека, 

так что образуется депо, которое высвобождает форму HuPTM указанного mAb или его антигенсвязы-

вающего фрагмента. 

264. Способ по п.262 или 263, при котором mAb к TNF-альфа представляет собой адалимумаб или 

инфликсимаб. 

265. Способ по любому из пп.262-264, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

266. Способ по любому из пп.262-265, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 49 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 50 или тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID 

NO: 51 и легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 52. 

267. Способ по п.26, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 149, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 150, кодирую-

щую легкую цепь; нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 151, кодирующую тяжелую цепь, и 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 152, кодирующую легкую цепь. 
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268. Способ по любому из пп.262-266, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

269. Способ по любому из пп.262-268, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

270. Способ по любому из пп.262-269, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемый NeuGc или α-Gal. 

271. Способ по любому из пп.262-270, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

272. Способ по любому из пп.263-271, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представ-

ляет собой AAV8 или AAV9. 

273. Способ по любому из пп.263-272, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

274. Способ лечения PNH или aHUS у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматриваю-

щий доставку в кровоток указанного субъекта-человека терапевтически эффективного количества mAb к 

белку С5 или С5а или его антигенсвязывающего фрагмента, произведенного клетками печени человека. 

275. Способ лечения PNH или aHUS у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающий 

введение в печень указанного субъекта терапевтически эффективного количества рекомбинантного 

вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий mAb к белку С5 или С5а или его 

антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последова-

тельностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека, так что образуется 

депо, которое высвобождает форму HuPTM указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

276. Способ по пп.274-275, при котором mAb к белку С5 или С5а или антигенсвязывающий фраг-

мент представляет собой экулизумаб. 

277. Способ по любому из пп.274-276, при котором антигенсвязывающий фрагмент представляет 

собой Fab, F(ab')2 или scFv. 

278. Способ по любому из пп.274-277, при котором антигенсвязывающий фрагмент содержит тяже-

лую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 43 и легкую цепь с аминокислотной по-

следовательностью SEQ ID NO: 44. 

279. Способ по п.28, при котором трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 143, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 144, кодирую-

щую легкую цепь. 

280. Способ по любому из пп.274-279, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

представляет собой гипергликозилированный мутант. 

281. Способ по любому из пп.274-280, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит альфа-2,6-сиалилированный гликан. 

282. Способ по любому из пп.274-281, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

является гликозилированным, но не содержит обнаруживаемый NeuGc или α-Gal. 

283. Способ по любому из пп.274-282, при котором mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

содержит сульфатирование тирозина. 

284. Способ по любому из пп.275-28, при котором рекомбинантный вектор экспрессии представля-

ет собой AAV8 или AAV9. 

285. Способ по любому из пп.275-284, при котором получение указанной формы HuPTM указанно-

го mAb или его антигенсвязывающего фрагмента подтверждают путем трансдукции клеток печени или 

мышечных клеток человека в культуре указанным рекомбинантным вектором экспрессии нуклеотидов и 

экспрессии указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способ изготовления. 

286. Способ получения рекомбинантных AAV, предусматривающий 

(a) культивирование клетки-хозяина, содержащей 

(i) искусственный геном, содержащий цис-экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, 

причем цис-экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий терапевтическое антитело, функ-

ционально связанный с элементами контроля экспрессии, которые будут контролировать экспрессию 

трансгена в клетках человека; 

(ii) транс-экспрессионную кассету, в которой отсутствуют ITR AAV, причем транс-экспрессионная 

кассета кодирует белок rep и капсида AAV, функционально связанную с элементами контроля экспрес-

сии, которые управляют экспрессией белков rep и капсида AAV в клетке-хозяине в культуре и обеспечи-

вают белки rep и cap in trans; 

(iii) достаточные вспомогательные функции аденовируса для репликации и упаковки искусственно-

го генома белками капсида AAV и 

(b) восстановление рекомбинантного AAV, инкапсулирующего искусственный геном, из культуры 
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клеток. 

287. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или его антигенсвязывающий фрагмент, 

который содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей адуканумаба, кренезумаба, гантенеру-

маба, BAN2401, aTAU, эренумаба, эптинезумаба, фреманезумаба или галканезумаба. 

288. Способ по п.286 или 287, при котором белок капсида AAV представляет собой белок капсида 

AAV9 или AAVrh10. 

289. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, 

который содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей иксекизумаба, секукинумаба или 

устекинумаба. 

290. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей натализумаба или ведолизумаба. 

291. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей дупилумаба. 

292. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей меполизумаба. 

293. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей алирокумаба, эволокумаба, эвинакумаба 

или Е06. 

294. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей деносумаба. 

295. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей ниволумаба или пембролизумаба. 

296. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей белимумаба. 

297. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей ранибизумаба, бевацизумаба или лампа-

лизумаба. 

298. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей андекаликсимаба. 

299. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей ланаделумаба. 

300. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей адалимумаба или инфликсимаба. 

301. Способ по п.286, при котором трансген кодирует mAb или антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей экулизумаба. 

302. Способ по любому из пп.286 или 289-301, при котором белок капсида AAV представляет собой 

белок капсида AAV8 или AAV9. 

4. Краткое описание чертежей 

Файл патента или заявки содержит по меньшей мере один графический материал, выполненный в 

цвете. Копии этого патента или публикации патентной заявки с цветными графическими материалами 

будут предоставлены Ведомством по запросу и уплате необходимой пошлины. 

Фиг. 1. Схема конструкции генома вектора rAAV, содержащего экспрессионную кассету, коди-

рующую тяжелые и легкие цепи Fab-области терапевтического mAb, контролируемую элементами экс-

прессии, фланкированными ITR AAV. 

Фиг. 2A-F. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области тера-

певтических антител к мишеням ЦНС: к Аβ, Fab адуканумаба (фиг. 2А); к Аβ, Fab кренезумаба (фиг. 2В); 

к Аβ, Fab гантенерумаба (фиг. 2С), к тау-белку, Fab aTAU (фиг. 2D) и к CGRPR, Fab эренумаба (фиг. 2Е) 

и к Аβ BAN2401 (фиг. 2F). Сайты гликозилирования выделены жирным шрифтом. Сайты гликозилиро-

вания по глутамину выделены зеленым цветом; сайты гликозилирования по аспарагину (N) выделены 

пурпурным цветом; и неконсенсусные сайты гликозилирования по аспарагину (N) выделены синим цве-

том; сайты тирозин-О-сульфатирования (курсив) выделены желтым цветом. Области петли тяжелой цепи 

выделены серым цветом. 

Фиг. 3 А-Е. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области терапевти-

ческих антител к интерлейкинам: к IL4R, дупилумаб (фиг. 3А); к IL-17, иксекизумаб (фиг. 3В); секукинумаб 

(фиг. 3С); к IL-12/IL-23, устекинумаб (фиг. 3D) и к IL5, меполизумаб (фиг. 3Е). Сайты гликозилирования вы-

делены жирным шрифтом. Сайты гликозилирования по глутамину выделены зеленым, а неконсенсусные сай-

ты гликозилирования по аспарагину (N) выделены синим цветом; сайты тирозин-О-сульфатирования (курсив) 

выделены желтым цветом. Области петли тяжелой цепи выделены серым цветом. 

Фиг. 4А, В. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области тера-

певтических антител к интегрину: ведолизумаб (фиг. 4А) и натализумаб (фиг. 4В). Сайты гликозилирования 

выделены жирным шрифтом. Сайты гликозилирования по глутамину выделены зеленым, а неконсенсусные 
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сайты гликозилирования по аспарагину (N) выделены синим цветом; сайты тирозин-О-сульфатирования (кур-

сив) выделены желтым цветом. Области петли тяжелой цепи выделены серым цветом. 

Фиг. 5A-D. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области тера-

певтических антител к PCSK9: алирокумаб (фиг. 5А); эволокумаб (фиг. 5В); ANGPTL3: эвинакумаб  

(фиг. 5С), OxPL: E06-scFv. Сайты гликозилирования выделены жирным шрифтом. Сайты гликозилиро-

вания по глутамину выделены зеленым, а неконсенсусные сайты гликозилирования по аспарагину (N) 

выделены синим цветом; сайты тирозин-О-сульфатирования (курсив) выделены желтым цветом. Области 

петли выделены серым цветом. 

Фиг. 6. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области деносума-

ба, терапевтического антитела к RANKL. Сайты гликозилирования выделены жирным шрифтом. Сайты 

гликозилирования по глутамину выделены зеленым, а неконсенсусные сайты гликозилирования по аспа-

рагину (N) выделены синим цветом; сайты тирозин-О-сульфатирования (курсив) выделены желтым цве-

том. Шарнирная область выделена серым цветом. 

Фиг. 7А и В. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области тера-

певтических антител, которые являются блокаторами PD-1: ниволумаб (фиг. 7А) и пембролизумаб  

(фиг. 7В). Сайты гликозилирования выделены жирным шрифтом. Сайты гликозилирования по глутамину 

выделены зеленым, а неконсенсусные сайты гликозилирования по аспарагину (N) выделены синим цве-

том; сайты тирозин-О-сульфатирования (курсив) выделены желтым цветом. Области петли выделены 

серым цветом. 

Фиг. 8А-Н. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области тера-

певтических антител, направленных на биологические факторы: к VEGF, ранибизумаб (фиг. 8А), беваци-

зумаб (фиг. 8В) и бролуцизумаб (фиг. 8D); к fD, лампализумаб (фиг. 8С); к BLyS, белимумаб (фиг. 8Е); к 

белку комплемента С5 человека, экулизумаб (фиг. 8F); к ММР 9, андекаликсимаб (фиг. 8G) и к каллик-

реину, ланаделумаб (фиг. 8Н). Сайты гликозилирования выделены жирным шрифтом. Сайты гликозили-

рования по глутамину выделены зеленым, а неконсенсусные сайты гликозилирования по аспарагину (N) 

выделены синим цветом; сайты тирозин-О-сульфатирования (курсив) выделены желтым цветом. Области 

петли выделены серым цветом. 

Фиг. 9А и В. Аминокислотная последовательность трансгенной конструкции для Fab-области тера-

певтического антитела, направленного на TNF-альфа: адалимумаб (фиг. 9А) и инфликсимаб (фиг. 9В). 

Сайты гликозилирования выделены жирным шрифтом. Сайты гликозилирования по глутамину выделены 

зеленым, а неконсенсусные сайты гликозилирования по аспарагину (N) выделены синим цветом; сайты 

тирозин-О-сульфатирования (курсив) выделены желтым цветом. Области петли выделены серым цветом. 

Фиг. 10. Гликаны, которые могут быть присоединены к областям HuGlyFab полноразмерных mAb 

или антигенсвязывающих доменов. (Адаптировано из Bondt et al., 2014, Mol & Cell Proteomics 13.1: 3029-

3039). 

Фиг. 11А и В. Выравнивание аминокислотных последовательностей тяжелой цепи (фиг. 11А) (SEQ 

ID NO: 283-299, 59, 300-302, 313, 303, 39 и 304-310, соответственно, по порядку) и легкой цепи  

(фиг. 11B) (SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 60, 58 36, 54, 311, 314, 

312, 38, 234, 42, 44, 48, 247 и 235, соответственно, по порядку) Fab-фрагментов раскрытых в настоящем 

документе терапевтических антител. Положения, которые могут быть заменены для получения гиперг-

ликозилированных вариантов Fab-областей, выделены зеленым цветом. Четыре замены (одна в тяжелой 

цепи и три в легкой цепи), которые должны приводить к гипергликозилированию Fab-области клетками 

человека, указаны над положениями аминокислотных остатков. (Для конструирования mAb или антиген-

связывающих фрагментов, содержащих дополнительные сайты гликозилирования в домене Fab, см., на-

пример, Courtois et al., 2016, mAbs 8: 99-112, для описания производных антител, которые гипергликози-

лированы в домене Fab полноразмерного антитела). 

Фиг. 12. Множественное выравнивание Clustal последовательностей капсидов 1-9 AAV. Аминокис-

лотные замены (показанные жирным шрифтом в нижних рядах) могут быть сделаны для капсидов AAV9 

и AAV8 путем "рекрутинга" аминокислотных остатков из соответствующего положения других выров-

ненных капсидов AAV. Последовательность, показанная красным цветом, представляет собой гиперва-

риабельные области. Аминокислотным последовательностям капсидов AAV присвоены SEQ ID NO: сле-

дующим образом: AAV1 представляет собой SEQ ID NO: 71; AAV2 представляет собой SEQ ID NO: 72; 

AAV3-3 представляет собой SEQ ID NO: 73; AAV4-4 представляет собой SEQ ID NO: 74; AAV5 пред-

ставляет собой SEQ ID NO: 75; AAV6 представляет собой SEQ ID NO: 76; AAV7 представляет собой 

SEQ ID NO: 77; AAV8 представляет собой SEQ ID NO: 78; AAV9 представляет собой SEQ ID NO: 79; 

hu31 представляет собой SEQ ID NO: 81 и hu32 представляет собой SEQ ID NO: 82. 

5. Подробное описание изобретения 

Композиции и способы описаны для доставки полностью человеческого посттрансляционно моди-

фицированного (HuPTM) терапевтического моноклонального антитела (mAb) или антигенсвязывающего 

фрагмента HuPTM терапевтического mAb (например, полностью человеческого гликозилированного Fab 

(HuGlyFab) терапевтического mAb) пациенту (субъекту-человеку), у которого диагностировано заболе-

вание или состояние, для которого показано лечение терапевтическим mAb. Доставка может быть пре-
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имущественно осуществлена посредством генной терапии, например, путем введения вирусного вектора 

или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей терапевтическое mAb или его антигенсвя-

зывающий фрагмент (или гипергликозилированное производное того и другого), пациенту (субъекту-

человеку), у которого диагностировано состояние, для которого показано лечение терапевтическим mAb - 

для создания постоянного депо в ткани или органе пациента, которое непрерывно поставляет HuPTM 

mAb или антигенсвязывающий фрагмент терапевтического mAb, например, человеческий гликозилиро-

ванный трансгенный продукт, в целевую ткань, в которой mAb или антигенсвязывающий фрагмент ока-

зывает свое терапевтическое действие. 

HuPTM mAb или HuPTM антигенсвязывающий фрагмент, кодируемый трансгеном, может вклю-

чать в себя, без ограничения, полноразмерный или антигенсвязывающий фрагмент терапевтического 

антитела, которое связывается с: 

мишенями нервной системы, включая в себя пептиды амилоид бета (Aβ или Abeta), may-белок и 

рецептор CGRP, 

интерлейкинами или рецепторами интерлейкина, включая в себя IL4R, IL17A, IL-5 и IL12/IL23, 

интегринами, включая в себя интегрин-алъфа-4, 

PCSK9, ANGPTL3 или окисленными фосфолипидами, такими как OxPL, 

RANKL, 

PD-1 или PD-L1 или PD-L2, 

BLyS (стимулятор В-лимфоцитов, также известный как фактор активации В-клеток (BAFF)), 

мишенями глаз, включая в себя VEGF, fD и матриксную металлопротеиназу 9 (ММР9), 

TNF-алъфа и 

белками-мишенями плазмы, такими как белки комплемента человека, включая в себя белки ком-

племента С5 и С5а и калликреин плазмы, 

или такие mAb или антигенсвязывающие фрагменты, сконструированные так, чтобы они содержали 

дополнительные сайты гликозилирования в Fab-домене (например, см. публикацию Courtois et al., 2016, 

mAbs 8: 99-112, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки для описания 

производных антитела, которые гипергликозилированы в Fab-домене полноразмерного антитела). Ами-

нокислотные последовательности тяжелых и легких цепей вышеуказанных антигенсвязывающих фраг-

ментов представлены в табл. 4, а оптимизированные по кодонам нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие тяжелые и легкие цепи этих антигенсвязывающих фрагментов, представлены в табл. 5. 

Рекомбинантный вектор, используемый для доставки трансгена, включает в себя нереплицирую-

щиеся векторы рекомбинантных аденоассоциированных вирусов ("rAAV"). rAAV являются особенно 

привлекательными векторами по ряду причин - они могут трансдуцировать нереплицирующиеся клетки 

и, следовательно, могут использоваться для доставки трансгена в ткани, где деление клеток происходит 

на низких уровнях, таких как ЦНС; они могут быть модифицированы так, чтобы преимущественно наце-

ливаться на конкретный выбранный орган; и существуют сотни капсидных серотипов на выбор, чтобы 

получить желаемую тканевую специфичность и/или избежать нейтрализации уже существующими анти-

телами пациента к некоторым AAV. Такие rAAV включают в себя, без ограничения, векторы на основе 

AAV, содержащие капсидные компоненты из одного или более из AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, 

AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, AAVrh10 или AAVrh20. Согласно предпочтительным ва-

риантам осуществления представленные в настоящем документе векторы на основе AAV содержат кап-

сиды из одного или более серотипов AAV8, AAV9, AAV10, AAV11, AAVrh10 или AAVrh20. 

Однако могут использоваться другие вирусные векторы, включая в себя, без ограничения, лентиви-

русные векторы; вирусные векторы осповакцины или невирусные векторы экспрессии, называемые кон-

струкциями "голая ДНК". Экспрессия трансгена может контролироваться конститутивными или тканес-

пецифическими элементами контроля экспрессии. 

Конструкции генной терапии разработаны таким образом, что экспрессируются как тяжелые, так и 

легкие цепи. Более конкретно, тяжелые и легкие цепи должны быть экспрессированы в приблизительно 

равных количествах, иными словами, тяжелые и легкие цепи экспрессируются приблизительно в отно-

шении 1:1 тяжелых цепей к легким цепям. Кодирующие последовательности для тяжелых и легких цепей 

могут быть сконструированы в единой конструкции, в которой тяжелые и легкие цепи разделены расще-

пляемым линкером или IRES, так что экспрессируются отдельные полипептиды тяжелой и легкой цепей. 

Согласно некоторым вариантам осуществления кодирующие последовательности кодируют Fab или 

F(ab')2 или scFv. 

Согласно некоторым вариантам осуществления нуклеиновые кислоты (например, полинуклеотиды) 

и последовательности нуклеиновых кислот, раскрытые в настоящем документе, могут быть оптимизиро-

ваны по кодонам, например, с помощью любого способа оптимизации кодонов, известного специалисту 

в настоящей области техники (см., например, обзор Quax et al., 2015, Mol Cell 59:149-161). Оптимизиро-

ванные по кодонам нуклеотидные последовательности вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей 

терапевтических антител раскрыты в табл. 5. Каждая тяжелая и легкая цепь требует лидера для обеспе-

чения надлежащего посттрансляционного процессинга и секреции (если не экспрессированы как scFv, в 

котором только N-концевая цепь требует лидерной последовательности). Применимые лидерные после-
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довательности для экспрессии тяжелых и легких цепей терапевтических антител в клетках человека рас-

крыты в настоящем документе. Иллюстративная рекомбинантная экспрессирующая конструкция показа-

на на фиг. 1. 

Производство HuPTMmAb или HuPTM Fab (включая в себя HuPTM scFv) должно приводить к по-

лучению "биологически улучшенной" молекулы для лечения заболевания, осуществляемого с помощью 

генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК кон-

струкции, кодирующей полноразмерный или HuPTM Fab или другой антигенсвязывающий фрагмент, 

такой как scFv, терапевтического mAb пациенту (субъекту-человеку), у которого диагностировано забо-

левание для этого mAb, для создания у субъекта постоянного депо, которое непрерывно поставляет гли-

козилированный человеком сульфатированный трансгенный продукт, производимый трансдуцирован-

ными клетками субъекта. Конструкция кДНК для HuPTMmAb или HuPTM Fab или HuPTM scFv должна 

включать в себя сигнальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный про-

цессинг (гликозилирование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками человека. 

Фармацевтические композиции, подходящие для введения субъектам-людям, содержат суспензию 

рекомбинантного вектора в буфере для состава, содержащем физиологически совместимый водный бу-

фер, поверхностно-активное вещество и необязательные вспомогательные вещества. Такой буфер для 

состава может содержать одно или более из полисахаридов, поверхностно-активных веществ, полимера 

или масла. 

В качестве альтернативы или дополнительного лечения при генной терапии полноразмерный или 

HuPTM Fab или другой его антигенсвязывающий фрагмент может быть получен в клеточных линиях 

человека с помощью технологии рекомбинантной ДНК, и гликопротеин может вводиться пациентам. 

Линии клеток человека, которые можно использовать для получения такого рекомбинантного гликопро-

теина, включают в себя, без ограничения, клетки 293 эмбриональной почки человека (HEK293), НТ-1080 

фибросаркомы, HKB-11, CAP, HuH-7 и клеточные линии сетчатки, PER.C6 или RPE, чтобы назвать не-

сколько (например, см. публикацию Dumont et al., 2015, Crit. Rev. Biotechnol. 36(6): 1110-1122, которая 

полностью включена посредством ссылки для обзора линий клеток человека, которые могут быть ис-

пользованы для рекомбинантного производства HuPTM Fab или HuPTM scFv, например, гликопротеина 

HuPTM Fab). Для обеспечения полного гликозилирования, особенно сиалилирования и сульфатирования 

тирозина, клеточная линия, используемая для производства, может быть усилена путем конструирования 

клеток-хозяев для коэкспрессии α-2,6-сиалилтрансферазы (или как α-2,3-, так и α-2,6-

сиалилтрансферазы) и/или ферментами TPST-1 и TPST-2, ответственными за тирозин-О-

сульфатирование в клетках человека. 

Не обязательно, чтобы каждая молекула, полученная в результате генной или белковой терапии, 

была полностью гликозилированной и сульфатированной. Скорее, популяция произведенных гликопро-

теинов должна иметь достаточное гликозилирование (включая в себя 2,6-сиалилирование) и сульфатиро-

вание, чтобы продемонстрировать эффективность. Целью генной терапии по настоящему изобретению 

является замедление или остановка прогрессирования заболевания. 

Комбинированные способы лечения, включающие в себя доставку полноразмерного или HuPTM 

Fab или его антигенсвязывающего фрагмента пациенту, сопровождаемую введением других доступных 

способов лечения, охватываются способами по настоящему изобретению. Дополнительные способы ле-

чения могут назначаться до, одновременно или после лечения генной терапией. Такие дополнительные 

способы лечения могут включать в себя, без ограничения, совместную терапию с терапевтическим mAb. 

Также представлены способы изготовления вирусных векторов, в частности вирусных векторов на 

основе AAV. Согласно конкретным вариантам осуществления представлены способы получения реком-

бинантных AAV, предусматривающие культивирование клетки-хозяина, содержащей искусственный 

геном, содержащий цис-экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, причем цис-

экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий терапевтическое антитело, функционально свя-

занный с элементами контроля экспрессии, которые будут контролировать экспрессию трансгена в клет-

ках человека; транс-экспрессионную кассету, в которой отсутствуют ITR AAV, причем транс-

экспрессионная кассета кодирует белок rep и капсида AAV, функционально связанный с элементами 

управления экспрессией, которые управляют экспрессией белков rep и капсида AAV в клетке-хозяине в 

культуре и поставляют белки rep и cap in trans; достаточные вспомогательные функции аденовируса для 

репликации и упаковки искусственного генома белками капсида AAV; и восстановление рекомбинантно-

го AAV, инкапсулирующего искусственный геном, из культуры клеток. 

5.1. Конструкции 

В настоящем документе представлены вирусные векторы или другие экспрессирующие ДНК конст-

рукции, кодирующие HuPTMmAb или его антигенсвязывающий фрагмент, в частности HuGlyFab, или 

гипергликозилированное производное антигенсвязывающего фрагмента HuPTMmAb. Представленные в 

настоящем документе вирусные векторы и другие экспрессирующие ДНК конструкции предусматрива-

ют любой подходящий способ доставки трансгена в целевую клетку. 

Средства доставки трансгена включают в себя вирусные векторы, липосомы, другие липидсодер-

жащие комплексы, другие макромолекулярные комплексы, синтетически модифицированную мРНК, 
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немодифицированную мРНК, небольшие молекулы, небиологически активные молекулы (например, час-

тицы золота), полимеризованные молекулы (например, дендримеры), голую ДНК, плазмиды, фаги, 

транспозоны, космиды или эписомы. Согласно некоторым вариантам осуществления вектор представля-

ет собой нацеленный вектор, например, вектор, нацеленный на пигментные эпителиальные клетки сет-

чатки, клетки ЦНС, мышечные клетки или клетки печени. 

Согласно некоторым аспектам в настоящем раскрытии предусмотрена нуклеиновая кислота для 

применения, причем нуклеиновая кислота содержит нуклеотидную последовательность, которая кодиру-

ет HuPTMmAb или HuGlyFab или другой его антигенсвязывающий фрагмент, в качестве описанного в 

настоящем документе трансгена, функционально связанного с промотором, выбранным для экспрессии в 

ткани, нацеленной на экспрессию трансгена, например, без ограничения, промотор СВ7 (см. фиг. 1), 

промотор цитомегаловируса (CMV), промотор вируса саркомы Рауса (RSV), промотор GFAP (глиальный 

фибриллярный кислый белок), промотор МВР (основной миелиновый белок), промотор ММТ, промотор 

EF-1 альфа, промотор UB6, промотор бета-актина птиц, промотор CAG, промотор RPE65 и промотор 

опсина, специфические для печени промоторы, такие как промотор TBG (связывающий тироксин глобу-

лин), промотор АРОА2, промотор SERPINA1 (hAAT) или промотор mIR22, или мышечно-

специфический промотор, такой как промотор десмина человека или промотор Pitx3, индуцируемые 

промоторы, такие как индуцируемый гипоксией промотор или индуцируемый рапамицином промотор. 

Согласно определенным вариантам осуществления в настоящем документе представлены рекомби-

нантные векторы, которые содержат одну или более нуклеиновых кислот (например, полинуклеотиды). 

Нуклеиновые кислоты могут содержать ДНК, РНК или комбинацию ДНК и РНК. Согласно определен-

ным вариантам осуществления ДНК содержит одну или более последовательностей, выбранных из груп-

пы, состоящей из последовательностей промотора, последовательности представляющего интерес гена 

(трансгена, например, нуклеотидных последовательностей, кодирующих тяжелые и легкие цепи 

HuPTMmAb или HuGlyFab или другой антигенсвязывающий фрагмент), нетранслируемые области и 

терминирующие последовательности. Согласно определенным вариантам осуществления представлен-

ные в настоящем документе вирусные векторы содержат промотор, функционально связанный с пред-

ставляющим интерес геном. 

Согласно определенным вариантам осуществления нуклеиновые кислоты (например, полинуклео-

тиды) и последовательности нуклеиновых кислот, раскрытые в настоящем документе, могут быть опти-

мизированы по кодонам, например, с помощью любого способа оптимизации кодонов, известного спе-

циалисту в настоящей области техники (см., например, обзор Quax et al., 2015, Mol Cell 59:149-161). Оп-

тимизированные по кодонам нуклеотидные последовательности для экспрессии в клетках человека пред-

ставлены в настоящем документе для тяжелой и легкой цепей HuGlyFab в табл. 5. 

Согласно конкретному варианту осуществления описанные в настоящем документе конструкции 

содержат следующие компоненты: (1) инвертированные концевые повторы AAV2, которые фланкируют 

экспрессионную кассету; (2) один или более контрольных элементов, b) интрон β-актина птиц и с) сиг-

нал поли-А β-глобина кролика; и (3) последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие тяжелые и 

легкие цепи антигенсвязывающего фрагмента к VEGF, разделенные саморасщепляющимся линкером 

фурин (F)/F2A, обеспечивающие экспрессию равных количеств полипептидов тяжелой и легкой цепи. 

Иллюстративная конструкция показана на фиг. 1. 

5.1.1. Векторы мРНК 

Согласно определенным вариантам осуществления в качестве альтернативы ДНК-векторам пред-

ставленные в настоящем документе векторы представляют собой модифицированную мРНК, кодирую-

щую представляющий интерес ген (например, трансген, например, HuPTMmAb или HuGlyFab или дру-

гой его антигенсвязывающий фрагмент). Синтез модифицированной и немодифицированной мРНК для 

доставки трансгена к пигментным эпителиальным клеткам сетчатки описан, например, в публикации 

Hansson et al., J. Biol. Chem., 2015, 290(9):5661-5672, которая полностью включена в настоящий документ 

посредством ссылки. Согласно некоторым вариантам осуществления в настоящем документе представ-

лена модифицированная мРНК, кодирующая HuPTMmAb или HuPTM Fab, или HuPTM scFv. 

5.1.2. Вирусные векторы 

Вирусные векторы включают в себя векторы аденовируса, адено- ассоциированного вируса (
AAV

, 

например, AAV8, AAV9, AAVrh10), лентивируса, хелпер-зависимого аденовируса, вируса простого гер-

песа, поксвируса, гемагглютининового вируса Японии (HVJ), альфа-вируса, вируса коровьей оспы и рет-

ровируса. Ретровирусные векторы включают в себя векторы на основе вируса лейкоза мыши (MLV) и 

вируса иммунодефицита человека (HIV). Альфа-вирусные векторы включают в себя вирус леса Семлики 

(SFV) и вирус Синдбис (SIN). Согласно определенным вариантам осуществления представленные в на-

стоящем документе вирусные векторы представляют собой рекомбинантные вирусные векторы. Соглас-

но определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирусные векторы 

изменены таким образом, что они характеризуются дефицитом по репликации у людей. Согласно неко-

торым вариантам осуществления вирусные векторы представляют собой гибридные векторы, например, 

вектор AAV, помещенный в "беспомощный" аденовирусный вектор. Согласно определенным вариантам 
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осуществления в настоящем документе представлены вирусные векторы, содержащие вирусный капсид 

из первого вируса и белки вирусной оболочки из второго вируса. Согласно конкретным вариантам осу-

ществления второй вирус представляет собой вирус везикулярного стоматита (VSV). Согласно более 

конкретным вариантам осуществления белок оболочки представляет собой белок VSV-G. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы представляют собой вирусные векторы на основе HIV. Согласно некоторым вариантам 

осуществления представленные в настоящем документе векторы на основе HIV содержат по меньшей 

мере два полинуклеотида, причем гены gag и pol получены из генома HIV, а ген env - из другого вируса. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы представляют собой вирусные векторы на основе вируса простого герпеса. Согласно опре-

деленным вариантам осуществления представленные в настоящем документе векторы на основе вируса 

простого герпеса модифицированы таким образом, что они не содержат один или более немедленных 

ранних (IE) генов, что делает их нецитотоксичными. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы представляют собой вирусные векторы на основе MLV. Согласно определенным вариантам 

осуществления представленные в настоящем документе векторы на основе MLV содержат до 8 т.п.н. 

гетерологичной ДНК вместо вирусных генов. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы представляют собой вирусные векторы на основе лентивируса. Согласно определенным 

вариантам осуществления представленные в настоящем документе лентивирусные векторы получены из 

человеческих лентивирусов. Согласно определенным вариантам осуществления представленные в на-

стоящем документе лентивирусные векторы получены из отличных от человеческих лентивирусов. Со-

гласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе лентивирусные 

векторы упакованы в лентивирусный капсид. Согласно некоторым вариантам осуществления представ-

ленные в настоящем документе лентивирусные векторы содержат один или более из следующих элемен-

тов: длинные концевые повторы, сайт связывания праймера, полипуринный тракт, сайты att и сайт ин-

капсидирования. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы представляют собой вирусные векторы на основе альфа-вируса. Согласно определенным 

вариантам осуществления представленные в настоящем документе альфавирусные векторы представля-

ют собой рекомбинантные, дефектные по репликации альфа-вирусы. Согласно определенным вариантам 

осуществления репликоны альфа-вируса в представленных в настоящем документе альфавирусных век-

торах нацелены на конкретные типы клеток путем отображения функционального гетерологичного ли-

ганда на их поверхности вириона. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы представляют собой вирусные векторы на основе AAV. Согласно некоторым вариантам 

осуществления представленные в настоящем документе векторы на основе AAV не кодируют ген rep 

AAV (необходимый для репликации) и/или ген cap AAV (необходимый для синтеза белков капсида) 

(белки rep и cap могут быть предоставлены упаковывающими клетками in trans). Было выявлено не-

сколько серотипов AAV. Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоя-

щем документе векторы на основе AAV содержат компоненты одного или более серотипов AAV. Со-

гласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе векторы на ос-

нове AAV содержат капсидные компоненты из одного или более из AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, 

AAV6, AAV7, AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 или AAVrh10. Согласно предпочтительным вариантам 

осуществления представленные в настоящем документе векторы на основе AAV содержат компоненты 

из одного или более серотипов AAV8, AAV9, AAV10, AAV11 или AAVrh10. Представлены вирусные 

векторы, в которых капсидный белок представляет собой вариант капсидного белка AAV8 (SEQ ID NO: 

78), капсидного белка AAV9 (SEQ ID NO: 79) или капсидного белка AAVrh10 (SEQ ID NO: 80), более 

конкретно по меньшей мере на 95%, 96%, 97%, 98%, 99% или 99,9% идентичен аминокислотной после-

довательности капсидного белка AAV8 (SEQ ID NO: 78), капсидного белка AAV9 (SEQ ID NO: 79) или 

капсидного белка AAVrh10 (SEQ ID NO: 80), сохраняя при этом биологическую функцию нативного 

капсида. Согласно определенным вариантам осуществления кодированный капсид AAV характеризуется 

последовательностью SEQ ID NO: 78, 79 или 80 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 

20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 30 аминокислотными заменами и сохранением биологической 

функции капсида AAV8 AAV9 или AAVrh10. На фиг. 12 представлено сравнительное выравнивание 

аминокислотных последовательностей капсидных белков различных серотипов AAV с потенциальными 

аминокислотами, которые могут быть заменены в определенных положениях в выровненных последова-

тельностях, на основе сравнения в ряду, помеченном как SUBS. Соответственно, согласно конкретным 

вариантам осуществления вектор AAV содержит вариант капсида AAV8, AAV9 или AAVrh10, который 

содержит 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 

30 аминокислотных замен, которые не присутствуют в этом положении в нативной капсидной последо-

вательности AAV, как указано в строке SUBS фиг. 12. Последовательность для AAVrh10 приведена в 



047128 

- 28 - 

табл. 4. 

Согласно некоторым вариантам осуществления AAV, который используется в описанных в настоя-

щем документе композициях и способах, представляет собой Anc80 или Anc80L65, как описано в публи-

кации Zinn et al., 2015, Cell Rep. 12(6): 1056-1068, которая полностью включена посредством ссылки. Со-

гласно некоторым вариантам осуществления AAV, который используется в описанных в настоящем до-

кументе способах, содержит одну из следующих аминокислотных вставок: LGETTRP (SEQ ID NO: 162) 

или LALGETTRP (SEQ ID NO: 163), как описано в патентах США № 9193956; 9458517 и 9587282 и пуб-

ликации патентной заявки США № 2016/0376323, каждый из которых полностью включен в настоящий 

документ посредством ссылки. Согласно определенным вариантам осуществления AAV, который ис-

пользуется в описанных в настоящем документе способах, представляет собой AAV.7m8 (включая в себя 

варианты), как описано в патентах США № 9193956; 9458517 и 9587282, патентной заявке США № 

2016/0376323 и международной публикации WO 2018/075798, каждая из которых полностью включена в 

настоящий документ посредством ссылки. Согласно определенным вариантам осуществления AAV, ко-

торый используется в описанных в настоящем документе способах, представляет собой любой AAV, 

раскрытый в патенте США № 9585971, такой как AAV-PHP.B. Согласно определенным вариантам осу-

ществления AAV, используемый в описанных в настоящем документе композициях и способах, пред-

ставляет собой вектор AAV2/Rec2 или AAV2/Rec3, который содержит гибридные последовательности 

капсида, полученные из капсидов AAV8 и капсидов серотипов су5, rh20 или rh39, как описано в публи-

кации Charbel Issa et al., 2013, PLoS One 8(4): e60361, которая включена в настоящий документ посредст-

вом ссылки для этих векторов. Согласно определенным вариантам осуществления AAV, который ис-

пользуется в описанных в настоящем документе способах, представляет собой AAV, раскрытый в любом 

из следующих патентов и патентных заявок, каждая из которых полностью включена в настоящий доку-

мент посредством ссылки: патенты США № 7906111; 8524446; 8999678; 8628966; 8927514; 8734809; US 

9284357; 9409953; 9169299; 9193956; 9458517 и 9587282, публикации патентных заявок США № 

2015/0374803; 2015/0126588; 2017/0067908; 2013/0224836; 2016/0215024; 2017/0051257 и международные 

заявки на патент № PCT/US2015/034799; РСТ/ЕР2015/053335. 

В некоторых из описанных в настоящем документе способов используются вирусные векторы на 

основе AAV8, AAV9 и AAVrh10. Нуклеотидные последовательности вирусных векторов на основе AAV 

и способы получения рекомбинантных капсидов AAV и AAV описаны, например, в патенте США № 

7282992 В2, патенте США № 7790449 В2, патенте США № 8318480 В2, патенте США № 8982322 В2 и 

международной заявке на патент № РСТ/ЕР2014/076466, каждая из которых полностью включена в на-

стоящий документ посредством ссылки. Согласно одному аспекту в настоящем документе представлены 

вирусные векторы на основе AAV (например, AAV8, AAV9 или AAVrh10), кодирующие трансген (на-

пример, HuPTM Fab). Аминокислотные последовательности капсидов AAV, включая в себя AAV8, 

AAV9 и AAVrh10, представлены на фиг. 12 и в табл. 4. 

Согласно определенным вариантам осуществления выше можно использовать одноцепочечный 

AAV (ssAAV). Согласно некоторым вариантам осуществления может использоваться самокомплемен-

тарный вектор, например, scAAV (см., например, публикации Wu, 2007, Human Gene Therapy, 18(2): 171-

82, McCarty et al., 2001, Gene Therapy, Vol 8, Number 16, Pages 1248-1254 и патенты США № 6596535; 

7125717 и 7456683, каждый из которых полностью включен в настоящий документ посредством ссылки). 

Согласно определенным вариантам осуществления используемые в описанных в настоящем доку-

менте способах вирусные векторы представляют собой вирусные векторы на основе аденовируса. Реком-

бинантный аденовирусный вектор может быть использован для переноса в трансген, кодирующий 

HuPTMmAb или HuGlyFab или антигенсвязывающий фрагмент. Рекомбинантный аденовирус может 

представлять собой вектор первого поколения с делецией Е1, с делецией ЕЗ или без нее и с кассетой экс-

прессии, вставленной в любую удаленную область. Рекомбинантный аденовирус может представлять 

собой вектор второго поколения, который содержит полные или частичные делеции областей Е2 и Е4. 

Хелпер-зависимый аденовирус сохраняет только инвертированные концевые повторы аденовируса и 

сигнал упаковки (phi). Трансген вставляется между сигналом упаковки и 3'ITR, с последовательностями 

или без них, чтобы поддерживать геном близким к размеру дикого типа приблизительно 36 т.п.н. Иллю-

стративный протокол для получения аденовирусных векторов может быть найден в публикации Alba et 

al., 2005, "Gutless adenovirus: last generation adenovirus for gene therapy," 

Gene Therapy 12:S18-S27, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки. 

Согласно некоторым вариантам осуществления используемые в описанных в настоящем документе 

способах вирусные векторы представляют собой вирусные векторы на основе лентивируса. Рекомби-

нантный лентивирусный вектор может быть использован для переноса в трансген, кодирующий антиген-

связывающий фрагмент HuPTM mAb. Для создания конструкции используют четыре плазмиды: содер-

жащую последовательность Gag/pol плазмиду, содержащую последовательность Rev плазмиду, содер-

жащую белок оболочки плазмиду (т.е. VSV-G) и плазмиду Cis с элементами упаковки и геном антиген-

связывающего фрагмента анти-VEGF. 

Для получения лентивирусного вектора четыре плазмиды котрансфицируют в клетки (т.е. клетки на 

основе HEK293), в результате чего полиэтиленимин или фосфат кальция могут быть использованы в ка-
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честве средств для трансфекции, среди прочего. Затем лентивирус собирают в супернатанте (лентивиру-

сы должны выделяться из клеток, чтобы быть активными, поэтому не нужно/не следует собирать клет-

ки). Супернатант фильтруют (0,45 мкм) и затем добавляют хлорид магния и бензоназу. Дальнейшие по-

следующие процессы могут широко варьироваться, при этом использование TFF и колоночной хромато-

графии является наиболее совместимым с GMP. Другие используют ультрацентрифугирование с коло-

ночной хроматографией или без нее. Иллюстративные протоколы для производства лентивирусных век-

торов можно найти в Lesch et al., 2011, "Production and purification of lentiviral vector generated in 293T 

suspension cells with baculoviral vectors," Gene Therapy 18:531-538 и Ausubel et al., 2012, "Production of 

CGMP-Grade Lentiviral Vectors," Bioprocess Int. 10(2):32-43, обе из которых полностью включены в на-

стоящий документ посредством ссылки. 

Согласно конкретному варианту осуществления вектор для использования в описанных в настоя-

щем документе способах представляет собой вектор, который кодирует антигенсвязывающий фрагмент 

HuPTM mAb, такой как HuGlyFab, так что при введении вектора в соответствующую клетку гликозили-

рованный и/или сульфатированный по тирозину вариант антигенсвязывающего фрагмента HuPTM mAb 

или HuGlyFab экспрессируется клеткой. 

5.1.3. Промоторы и модификаторы экспрессии генов 

Согласно некоторым вариантам осуществления представленные в настоящем документе векторы 

содержат компоненты, которые модулируют доставку гена или экспрессию гена (например, "элементы 

контроля экспрессии"). Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем 

документе векторы содержат компоненты, которые модулируют экспрессию генов. Согласно определен-

ным вариантам осуществления представленные в настоящем документе векторы содержат компоненты, 

которые влияют на связывание или нацеливание на клетки. Согласно определенным вариантам осущест-

вления представленные в настоящем документе векторы содержат компоненты, которые влияют на лока-

лизацию полинуклеотида (например, трансгена) в клетке после захвата. Согласно определенным вариан-

там осуществления представленные в настоящем документе векторы содержат компоненты, которые 

можно использовать в качестве обнаруживаемых или селектируемых маркеров, например, для обнару-

жения или отбора клеток, которые захватили полинуклеотид. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы содержат один или более промоторов, которые контролируют экспрессию трансгена. Со-

гласно определенным вариантам осуществления промотор представляет собой конститутивный промо-

тор. Согласно определенным вариантам осуществления промотор представляет собой промотор СВ7 (см. 

публикацию Dinculescu et al., 2005, Hum Gene Ther 16: 649-663, полностью включенную в настоящий 

документ посредством ссылки). Согласно некоторым вариантам осуществления промотор СВ7 включает 

в себя другие элементы контроля экспрессии, которые усиливают экспрессию трансгена, управляемого 

вектором. Согласно определенным вариантам осуществления другие элементы контроля экспрессии 

включают в себя интрон β-актина птиц и/или сигнал polA β-глобина кролика. Согласно определенным 

вариантам осуществления промотор содержит ТАТА-бокс. Согласно определенным вариантам осущест-

вления промотор содержит один или более элементов. Согласно определенным вариантам осуществле-

ния один или более элементов промотора могут быть инвертированы или перемещены относительно 

друг друга. Согласно определенным вариантам осуществления элементы промотора располагаются так, 

чтобы функционировать совместно. Согласно определенным вариантам осуществления элементы промо-

тора располагаются так, чтобы функционировать независимо. Согласно определенным вариантам осуще-

ствления представленные в настоящем документе вирусные векторы содержат один или более промото-

ров, выбранных из группы, состоящей из промотора немедленного раннего гена CMV человека, раннего 

промотора SV40, длинного концевого повтора вируса саркомы Рауса (RS) и промотора инсулина крысы. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе векторы со-

держат один или более промоторов с длинным концевым повтором (LTR), выбранных из группы, со-

стоящей из LTR AAV, MLV, MMTV, SV40, RSV, HIV-1 и HIV-2. Согласно определенным вариантам 

осуществления представленные в настоящем документе векторы содержат один или более тканеспеци-

фических промоторов (например, специфический для эпителиальных клеток сетчатки промотор, специ-

фический для ЦНС промотор, специфический для печени или специфический для мышц промотор). Со-

гласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирусные век-

торы содержат промотор RPE65 или опсиновый промотор (специфический для клеток сетчатки/ЦНС 

промотор). Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе 

вирусные векторы содержат специфический для клеток печени промотор, такой как промотор TBG (ти-

роксинсвязывающий глобулин), промотор АРОА2, промотор SERPINA1 (hAAT) или промотор MIR122. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленный в настоящем документе вирусный 

вектор содержит специфический для мышц промотор, такой как человеческий промотор десмина 

(Jonuschies et al., 2014, Curr. Gene Ther. 14:276-288) или промотор Pitx3 (Coulon et al., 2007, JBC 

282:33192). Согласно другим вариантам осуществления вирусный вектор содержит промотор VMD2. 

Согласно определенным вариантам осуществления промотор представляет собой индуцируемый 

промотор. Согласно определенным вариантам осуществления промотор представляет собой индуцируе-
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мый гипоксией промотор. Согласно определенным вариантам осуществления промотор содержит сайт 

связывания индуцируемого гипоксией фактора (HIF). Согласно определенным вариантам осуществления 

промотор содержит сайт связывания HIF-1α. Согласно определенным вариантам осуществления промо-

тор содержит сайт связывания HIF-2α. Согласно определенным вариантам осуществления сайт связыва-

ния HIF содержит мотив RCGTG. Подробности относительно местоположения и последовательности 

сайтов связывания HIF см., например, в публикации Schödel, et al., Blood, 2011, 117(23):e207-e217, кото-

рая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки. Согласно определенным вариантам 

осуществления промотор содержит сайт связывания для индуцируемого гипоксией фактора транскрип-

ции, отличного от фактора транскрипции HIF. Согласно определенным вариантам осуществления пред-

ставленные в настоящем документе вирусные векторы содержат один или более сайтов IRES, которые 

преимущественно транслируются при гипоксии. Относительно идей, касающихся индуцируемой гипок-

сией экспрессии генов и факторов, вовлеченных в нее, см., например, публикацию Kenneth and Rocha, 

Biochem J., 2008, 414:19-29, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки. 

Согласно конкретным вариантам осуществления индуцируемый гипоксией промотор представляет собой 

человеческий промотор N-WASP, см., например, публикацию Salvi, 2017, Biochemistry and Biophysics 

Reports 9: 13-21 (включенную посредством ссылки для идеи промотора N-WASP) или представляет со-

бой индуцируемый гипоксией промотор Еро человека, см. публикацию Tsuchiya et al., 1993, J. Biochem. 

113:395-400 (включена посредством ссылки для раскрытия индуцируемого гипоксией промотора Еро). 

Согласно другим вариантам осуществления промотор представляет собой индуцируемый лекарственным 

средством промотор, например, промотор, который индуцируется введением рапамицина или его анало-

гов. См., например, раскрытие индуцируемых рапамицином промоторов в публикациях РСТ WO 

94/18317, WO 96/20951, WO 96/41865, WO 99/10508, WO 99/10510, WO 99/36553 и WO 99/41258 и US 

7067526, которые полностью включены в настоящий документ посредством ссылки для раскрытия инду-

цируемых лекарственным средством промоторов. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы содержат один или более регуляторных элементов, отличных от промотора. Согласно опре-

деленным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирусные векторы содер-

жат энхансер. Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем докумен-

те вирусные векторы содержат репрессор. Согласно определенным вариантам осуществления представ-

ленные в настоящем документе вирусные векторы содержат интрон или химерный интрон. Согласно 

определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирусные векторы 

содержат последовательность полиаденилирования. 

5.1.4. Сигнальные пептиды 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе векто-

ры содержат компоненты, которые модулируют доставку белка. Согласно определенным вариантам 

осуществления представленные в настоящем документе вирусные векторы содержат один или более сиг-

нальных пептидов. Сигнальные пептиды могут также упоминаться в настоящем документе как "лидер-

ные последовательности" или "лидерные пептиды". Согласно определенным вариантам осуществления 

сигнальные пептиды позволяют трансгенному продукту достигать надлежащей упаковки (например, 

гликозилирования) в клетке. Согласно определенным вариантам осуществления сигнальные пептиды 

позволяют трансгенному продукту достигать правильной локализации в клетке. Согласно определенным 

вариантам осуществления сигнальные пептиды позволяют трансгенному продукту достигать секреции из 

клетки. 

Существует два основных подхода к выбору сигнальной последовательности для производства бел-

ка в контексте генной терапии или в культуре клеток. Один из подходов заключается в использовании 

сигнального пептида из белков, гомологичных экспрессируемому белку. Например, сигнальный пептид 

человеческого антитела может быть использован для экспрессии IgG в СНО или других клетках. Другой 

подход заключается в идентификации сигнальных пептидов, оптимизированных для конкретных клеток-

хозяев, используемых для экспрессии. Сигнальные пептиды могут быть взаимозаменяемыми между раз-

ными белками или даже между белками разных организмов, но обычно для экспрессии белка использу-

ются сигнальные последовательности наиболее распространенных секретируемых белков этого типа 

клеток. Например, было обнаружено, что сигнальный пептид человеческого альбумина, наиболее рас-

пространенный белок в плазме, значительно увеличивает выход производства белка в клетках СНО. Од-

нако определенные сигнальные пептиды могут сохранять функцию и проявлять активность после отще-

пления от экспрессированного белка в качестве "постнацеливающих функций". Таким образом, согласно 

конкретным вариантам осуществления сигнальный пептид выбран из сигнальных пептидов наиболее 

распространенных белков, секретируемых клетками, используемыми для экспрессии, чтобы избежать 

постнацеливающих функций. Согласно предпочтительному варианту осуществления сигнальная после-

довательность слита с последовательностями как тяжелой, так и легкой цепи. Предпочтительная после-

довательность представляет собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) (см. фиг. 2-9). Аль-

тернативно, сигнальные последовательности, которые подходят для экспрессии HuPTM mAb или Fab в 



047128 

- 31 - 

глазу (включая в себя ЦНС), мышцах или печени, представлены в табл. 1, 2 и 3, соответственно, ниже. 

Таблица 1 

Сигнальные пептиды для экспрессии в ткани глаза/ЦНС 

 
Таблица 2 

Сигнальный пептид для экспрессии в мышечных клетках 

 



047128 

- 32 - 

Таблица 3 

Сигнальные пептиды для экспрессии в клетках печени 

 
5.1.5. Полицистронные мРНК - линкеры IRES и F2A и конструкции scFv 

Участки внутренней посадки рибосомы. Одна конструкция может быть сконструирована так, чтобы 

кодировать как тяжелые, так и легкие цепи, разделенные расщепляемым линкером или IRES, так чтобы 

отдельные полипептиды тяжелой и легкой цепи экспрессировались трансдуцированными клетками. Со-

гласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирусные век-

торы предоставляют полицистронные (например, бицистронные) мРНК. Например, вирусная конструк-

ция может кодировать тяжелые и легкие цепи, разделенные элементами участков внутренней посадки 

рибосомы (IRES) (примеры использования элементов IRES для создания бицистронных векторов см., 

например, в публикации Gurtu et al., 1996, Biochem. Biophys. Res. Comm. 229(1):295-8, которая полно-

стью включена в настоящий документ посредством ссылки). Элементы IRES обходят модель сканирова-

ния рибосом и начинают трансляцию на внутренних участках. Использование IRES в AAV описано, на-

пример, в публикации Furling et al., 2001, Gene Ther 8(11): 854-73, которая полностью включена в на-

стоящий документ посредством ссылки. Согласно некоторым вариантам осуществления бицистронная 

мРНК содержится в вирусном векторе с ограничением размера полинуклеотида(ов) в нем. Согласно оп-

ределенным вариантам осуществления бицистронная мРНК содержится внутри вектора на основе вируса 

AAV (например, вектора на основе AAV8, на основе AAV9 или AAVrh10). 

Линкеры фурин-F2A. Согласно другим вариантам осуществления представленные в настоящем до-

кументе вирусные векторы кодируют тяжелую и легкую цепи, разделенные расщепляемым линкером, 
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таким как саморасщепляющиеся линкеры фурин/F2A (F/F2A) (публикации Fang et al., 2005, Nature Bio-

technology 23: 584-590 и Fang, 2007, Mol Ther 15: 1153-9, каждая из которых полностью включена в на-

стоящий документ посредством ссылки). Например, линкер фурин-F2A может быть включен в экспрес-

сионную кассету для разделения кодирующих последовательностей тяжелой и легкой цепей, в результа-

те чего получается конструкция со структурой: 

Лидер - Тяжелая цепь - Сайт фурина - Сайт F2A - Лидер - Легкая цепь - ПолиА. Сайт F2A с амино-

кислотной последовательностью LLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 210) является самопроцесси-

рующим, что приводит к "расщеплению" между конечными аминокислотными остатками G и Р. Допол-

нительные линкеры, которые можно использовать, включают в себя, без ограничения: 

 
Пептидная связь пропускается, когда рибосома сталкивается с последовательностью F2A в откры-

той рамке считывания, что приводит к прекращению трансляции или продолжению трансляции после-

дующей последовательности (легкой цепи). Эта самопроцессирующая последовательность приводит к 

появлению ряда дополнительных аминокислот на конце С-конца тяжелой цепи. Однако такие дополни-

тельные аминокислоты затем расщепляются с помощью фурина клетки-хозяина в сайтах фурина, распо-

ложенных непосредственно перед сайтом F2A и после последовательности тяжелой цепи, и дополни-

тельно расщепляются карбоксипептидазами. Полученная тяжелая цепь может содержать одну, две, три 

или более дополнительных аминокислот, включенных в С-конец, или может не содержать таких допол-

нительных аминокислот в зависимости от последовательности используемого линкера фурина и карбок-

сипептидазы, которая расщепляет линкер in vivo (см., например, Fang et al., 17 April 2005, Nature Biotech-

nol. Advance Online Publication; Fang et al., 2007, Molecular Therapy 15(6): 1153-1159; Luke, 2012, Innova-

tions in Biotechnology, Ch. 8, 161-186). Фуриновые линкеры, которые могут быть использованы, содержат 

серию из четырех основных аминокислот, например, RKRR (SEQ ID NO: 215), RRRR (SEQ ID NO: 216), 

RRKR (SEQ ID NO: 217) или RKKR (SEQ ID NO: 218). Как только этот линкер расщепляется карбокси-

пептидазой, могут остаться дополнительные аминокислоты, так что на С-конце тяжелой цепи могут ос-

таться дополнительные ноль, одна, две, три или четыре аминокислоты, например, R, RR, RK, RKR, RRR, 

RRK, RKK, RKRR (SEQ ID NO: 215), RRRR (SEQ ID NO: 216), RRKR (SEQ ID NO: 217) или RKKR (SEQ 

ID NO: 218). Согласно определенным вариантам осуществления один линкер расщепляется карбоксипеп-

тидазой, дополнительные аминокислоты не остаются. Согласно определенным вариантам осуществления 

от 0,5% до 1%, от 1% до 2%, 5%, 10%, 15% или 20% антитела, например, антигенсвязывающего фраг-

мента, популяции, производимой конструкциями для применения в описанных способах в настоящем 

документе одна, две, три или четыре аминокислоты остаются на С-конце тяжелой цепи после расщепле-

ния. Согласно некоторым вариантам осуществления фуриновый линкер характеризуется последователь-

ностью RXK/RR, так что дополнительные аминокислоты на С-конце тяжелой цепи представляют собой 

R, RX, RXK, RXR, RXKR или RXRR, где X представляет собой любую аминокислоту, например, аланин 

(А). Согласно определенным вариантам осуществления никакие дополнительные аминокислоты не могут 

оставаться на С-конце тяжелой цепи. 

Гибкий пептидный линкер. Согласно некоторым вариантам осуществления может быть сконструи-

рована одна конструкция для кодирования как тяжелой, так и легкой цепей (предпочтительно вариабель-

ных доменов тяжелой и легкой цепей), разделенных гибким пептидным линкером, таким как кодирую-

щие scFv. Гибкий пептидный линкер может состоять из гибких остатков, таких как глицин и серин, так 

что смежные домены тяжелой цепи и легкой цепи могут свободно перемещаться относительно друг дру-

га. Конструкция может быть устроена так, что вариабельный домен тяжелой цепи находится на N-конце 

scFv, за которым следует линкер, а затем вариабельный домен легкой цепи. Альтернативно, конструкция 

может быть устроена так, что вариабельный домен легкой цепи находится на N-конце scFv, за которым 

следует линкер, а затем вариабельный домен тяжелой цепи. То есть компоненты могут быть расположе-

ны в виде NH2-VL-линкер-VH-COOH или NH2-VH-линкер-VL-COOH. 

Согласно определенным вариантам осуществления описанная в настоящем документе экспрессион-

ная кассета содержится в вирусном векторе с ограничением размера полинуклеотида(ов) в нем. Согласно 

определенным вариантам осуществления экспрессионная кассета содержится в векторе на основе вируса 

AAV. Из-за ограничений по размеру определенных векторов вектор может содержать или не содержать 

кодирующие последовательности для полной тяжелой и легкой цепей терапевтического антитела, но 

может содержать кодирующие последовательности тяжелой и легкой цепей антигенсвязывающих фраг-

ментов, таких как тяжелые и легкие цепи фрагмента Fab или F(ab')2 или scFv. В частности, описанные в 

настоящем документе векторы AAV могут вмещать трансген приблизительно в 4,7 т.н. Для конструкций, 

таких как на фиг. 1, которая содержит промотор СВ7, интрон β-актина птиц, сигнал полиА β-глобина 

кролика и ITR, кодируемое терапевтическое антитело может содержать приблизительно 752 аминокис-



047128 

- 34 - 

лоты. Замена меньших элементов экспрессии позволила бы экспрессию более крупных белковых про-

дуктов, таких как полноразмерные терапевтические антитела. 

5.1.6. Нетранслируемые области 

Согласно некоторым вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирусные 

векторы содержат одну или более нетранслируемых областей (UTR), например 3' и/или 5' UTR. Согласно 

определенным вариантам осуществления UTR оптимизированы для желаемого уровня экспрессии белка. 

Согласно определенным вариантам осуществления UTR оптимизированы для периода полужизни мРНК 

трансгена. Согласно определенным вариантам осуществления UTR оптимизированы для стабильности 

мРНК трансгена. Согласно определенным вариантам осуществления UTR оптимизированы для вторич-

ной структуры мРНК трансгена. 

5.1.7. Инвертированные концевые повторы 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы содержат одну или более последовательностей с инвертированными концевыми повторами 

(ITR). Последовательности ITR могут быть использованы для упаковки рекомбинантной генной кассеты 

экспрессии в вирион вирусного вектора. Согласно определенным вариантам осуществления ITR проис-

ходит от AAV, например, AAV8 или AAV2 (см., например, Yan et al., 2005, J. Virol., 79(1):364-379; па-

тент США № 7282199 B2, патент США № 7790449 В2, патент США № 8318480 В2, патент США № 

8962332 В2 и Международную заявку на патент № РСТ/ЕР2014/076466, каждая из которых полностью 

включена в настоящий документ посредством ссылки). 

Согласно определенным вариантам осуществления могут использоваться модифицированные ITR, 

используемые для получения самокомплементарного вектора, например scAAV (см., например, публика-

ции Wu, 2007, Human Gene Therapy, 18(2): 171-82, McCarty et al., 2001, Gene Therapy, Vol 8, Number 16, 

Pages 1248-1254 и патенты США № 6596535; 7125717 и 7456683, каждый из которых полностью включен 

в настоящий документ посредством ссылки). 

5.1.8. Трансгены 

Трансгены кодируют HuPTM mAb в виде полноразмерного антитела или его антигенсвязывающего 

фрагмента, предпочтительно фрагмента Fab (HuGlyFab) или F(ab')2 или scFv на основе раскрытого в на-

стоящем документе терапевтического антитела. Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM 

mAb или антигенсвязывающий фрагмент, в частности HuGlyFab, сконструированы так, чтобы содержать 

дополнительные сайты гликозилирования в Fab-домене (например, см. публикацию Courtois et al., 2016, 

mAbs 8: 99-112, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки для описания 

сайтов гипергликозилирования на Fab-домене). На фиг. 11 представлены выравнивания тяжелых и лег-

ких цепей Fab терапевтических антител, раскрытых в настоящем документе, и выделены зеленым цветом 

остатки, которые могут быть заменены аспарагином или, в некоторых случаях, серином, что приводит к 

гипергликозилированию. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансгены кодируют либо полноразмерное ан-

титело, либо его антигенсвязывающий фрагмент с кодирующей последовательностью тяжелой и легкой 

цепей. При использовании полноразмерного антитела можно использовать конструкцию, кодирующую 

модифицированное mAb. Например, С-концевые лизины (-K), консервативные в генах тяжелых цепей 

всех подклассов IgG человека, как правило, отсутствуют в антителах, циркулирующих в сыворотке кро-

ви - С-концевые лизины отщепляются в кровотоке, что приводит к гетерогенной популяции циркули-

рующих IgG (van den Bremer et al., 2015, mAbs 7:672-680). В векторных конструкциях для полноразмер-

ных mAb ДНК, кодирующая С-концевой лизин (-K) или глицин-лизин (-GK) Fc-конца, может быть уда-

лена для получения более гомогенного продукта антитела in situ. (См. публикацию Hu et al., 2017 Bio-

technol. Prog. 33: 786-794, которая полностью включена посредством ссылки). 

Альтернативно, преимущественно используются антигенсвязывающие фрагменты. На фиг. 2A-2F, 

3А-3Е, 4А-4В, 5A-5D, 6, 7А, 7В, 8А-8Н и 9А-9В предусмотрены аминокислотные последовательности 

тяжелых и легких цепей фрагментов Fab и scFv терапевтических антител (см. также табл. 4, в которой 

приведены аминокислотные последовательности тяжелых и легких цепей терапевтических антител). 

Трансген может содержать нуклеотидные последовательности, кодирующие последовательности тяже-

лой и легкой цепей, с использованием нуклеотидных последовательностей, которые кодируют Fab-часть 

тяжелой цепи плюс часть константного домена тяжелой цепи для соответствующего изотипа, как описа-

но дополнительно в настоящем документе, и легкую цепь. Нуклеотидные последовательности, оптими-

зированные по кодонам для экспрессии в клетках человека, кодирующие части Fab-фрагментов тяжелых 

и легких цепей раскрытых в настоящем документе терапевтических антител, представлены в табл. 5. 

Трансген может кодировать Fab-фрагмент с использованием нуклеотидных последовательностей, коди-

рующих последовательности, представленные на фиг. 2A-2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5А-5С, 6, 7А, 7В, 8А-8Н и 

9А-9В, но не включая в себя часть шарнирной области на тяжелой цепи, которая образует межцепочеч-

ные дисульфидные связи (т.е. часть, содержащая последовательность СРРСРА (SEQ ID NO: 219)). По-

следовательности вариабельного домена тяжелой цепи, которые не содержат последовательность СРРСР 

(SEQ ID NO: 220) шарнирной области на С-конце, не будут образовывать внутрицепочечные дисульфид-

ные связи и, таким образом, будут образовывать фрагменты Fab с соответствующими последовательно-
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стями вариабельного домена легкой цепи, тогда как эти последовательности вариабельного домена тяже-

лой цепи с частью шарнирной области на С-конце, содержащей последовательность СРРСР (SEQ ID NO: 

220), будут образовывать внутрицепочечные дисульфидные связи и, таким образом, будут образовывать 

фрагменты Fab2. Например, согласно некоторым вариантам осуществления трансген может кодировать 

scFv, содержащий вариабельный домен легкой цепи и вариабельный домен тяжелой цепи, соединенный 

гибким линкером между ними (где вариабельный домен тяжелой цепи может находиться либо на N-

терминальном конце, либо С-терминальном конце scFv), например, как показано для бролуцизумаба на 

фиг. 8D и Е06 на фиг. 5D. Альтернативно, согласно другим вариантам осуществления трансген может 

кодировать фрагменты F(ab')2, содержащие нуклеотидную последовательность, которая кодирует легкую 

цепь, и последовательность тяжелой цепи, которая включает в себя по меньшей мере последовательность 

СРРСА (SEQ ID NO: 221) шарнирной области, как показано на фиг. 2A-2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5А-5С, 6, 7А, 

7В, 8А-8С, 8Е-8Н и 9А-9В, которые изображают различные области шарнирной области, которые могут 

быть включены в С-конец последовательности тяжелой цепи. Существующие ранее антитела к шарниру 

(AHA) могут вызывать иммуногенность и снижать эффективность. Таким образом, согласно определен-

ным вариантам осуществления для изотипа IgG1 С-конец заканчивается D221 или заканчивается мутаци-

ей T225L или L242, что может уменьшить связывание с AHA. (См., например, Brezski, 2008, J Immunol 

181: 3183-92 и Kim, 2016, 8: 1536-1547). Для IgG2 риск AHA ниже, поскольку шарнирная область IgG2 

не столь восприимчива к ферментативному расщеплению, необходимому для получения эндогенной 

AHA. (См., например, Brezski, 2011, MAbs 3: 558-567). 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы содержат следующие элементы в следующем порядке: а) последовательность конститутив-

ного или индуцируемого (например, индуцируемого гипоксией или индуцируемого рифамицином) про-

мотора и b) последовательность, кодирующая трансген (например, HuGlyFab). Согласно определенным 

вариантам осуществления кодирующая трансген последовательность содержит несколько ORF, разде-

ленных элементами IRES. Согласно определенным вариантам осуществления ORF кодируют домены 

тяжелой и легкой цепей HuGlyFab. Согласно определенным вариантам осуществления последователь-

ность, кодирующая трансген, содержит множество субъединиц в одной ORF, разделенных последова-

тельностями F/F2A. Согласно определенным вариантам осуществления содержащая трансген последова-

тельность кодирует домены тяжелой и легкой цепей HuGlyFab, разделенные последовательностью 

F/F2A. Согласно определенным вариантам осуществления содержащая трансген последовательность ко-

дирует вариабельные домены тяжелой и легкой цепей HuGlyFab, разделенные гибким пептидным линке-

ром. Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы содержат следующие элементы в следующем порядке: а) последовательность конститутив-

ного или индуцируемого промотора и b) последовательность, кодирующая трансген (например, HuGly-

Fab), причем трансген содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую сигнальный пептид, 

легкую цепь и Fab-часть тяжелой цепи, разделенные элементом IRES. Согласно некоторым вариантам 

осуществления представленные в настоящем документе вирусные векторы содержат следующие элемен-

ты в следующем порядке: а) последовательность конститутивного или индуцируемого гипоксией промо-

тора и b) последовательность, кодирующая трансген, содержащий сигнальный пептид, последователь-

ность легкой цепи и тяжелой цепи, разделенные расщепляемой последовательностью F/F2A или гибким 

пептидным линкером. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы содержат следующие элементы в следующем порядке: а) первая последовательность ITR, b) 

первая линкерная последовательность, с) последовательность конститутивного или индуцируемого про-

мотора, d) вторая линкерная последовательность, е) интронная последовательность, f) третья линкерная 

последовательность, g) первая последовательность UTR, h) последовательность, кодирующая трансген 

(например, HuGlyFab), i) вторая последовательность UTR, j) четвертая линкерная последовательность, k) 

последовательность поли А, l) пятая линкерная последовательность и m) вторая последовательность ITR. 

Согласно определенным вариантам осуществления представленные в настоящем документе вирус-

ные векторы содержат следующие элементы в следующем порядке: а) первая последовательность ITR, b) 

первая линкерная последовательность, с) последовательность конститутивного или индуцируемого про-

мотора, d) вторая линкерная последовательность, е) интронная последовательность, f) третья линкерная 

последовательность, g) первая последовательность UTR, h) последовательность, кодирующая трансген 

(например, HuGlyFab), i) вторая последовательность UTR, j) четвертая линкерная последовательность, k) 

последовательность поли А, l) пятая линкерная последовательность и m) вторая последовательность ITR, 

причем трансген содержит сигнал и причем трансген кодирует последовательность легкой цепи и тяже-

лой цепи, разделенные расщепляемой последовательностью F/F2A. 

5.1.9. Изготовление и тестирование векторов 

Представленные в настоящем документе вирусные векторы могут быть изготовлены с использова-

нием клеток-хозяев. Представленные в настоящем документе вирусные векторы могут быть изготовлены 

с использованием клеток-хозяев млекопитающих, например, клеток А549, WEHI, 10Т1/2, BHK, MDCK, 

C0S1, C0S7, BSC 1, BSC 40, ВМТ 10, VERO, W138, HeLa, 293, Saos, C2C12, L, HT1080, HepG2, первич-
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ных фибробластов, гепатоцитов и миобластов. Представленные в настоящем документе вирусные векто-

ры могут быть изготовлены с использованием клеток-хозяев от человека, обезьяны, мыши, крысы, кро-

лика или хомяка. 

Клетки-хозяева стабильно трансформируются с помощью последовательностей, кодирующих 

трансген и ассоциированные элементы (например, векторный геном), и средств производства вирусов в 

клетках-хозяевах, например, репликационных и капсидных генов (например, гены rep и cap AAV). Спо-

соб получения рекомбинантных векторов AAV с капсидами AAV8 см. в разделе IV подробного описания 

патента США № 7282992 В2, который полностью включен в настоящий документ посредством ссылки. 

Титры копий генома указанных векторов могут быть определены, например, анализом TAQMAN. Ви-

рионы могут быть выделены, например, путем осаждения CsCl2. 

Альтернативно, для получения AAV-векторов могут быть использованы бакуловирусные системы 

экспрессии в клетках насекомых. Обзор см. в публикации Aponte-Ubillus et al., 2018, Appl. Microbiol. Bio-

technol. 102:1045-1054, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки для 

технологий изготовления. 

Анализы in vitro, например, анализы клеточной культуры, можно использовать для измерения экс-

прессии трансгена из вектора, описанного в настоящем документе, что указывает, например, на эффек-

тивность вектора. Например, клеточная линия PER.C6 (Lonza), клеточная линия, полученная из эм-

бриональных клеток сетчатки человека или эпителиальных клеток пигмента сетчатки, например, клеточ-

ная линия пигментного эпителия сетчатки hTERT RPE-1 (доступной от АТСС), может использоваться 

для оценки экспрессии трансгена. После экспрессии можно определить характеристики экспрессирован-

ного продукта, включая в себя определение характера гликозилирования и сульфатирования тирозина, 

связанного с HuGlyFab. Паттерны гликозилирования и способы его определения обсуждаются в разделе 

5.2.1, а паттерны сульфатирования тирозина и способы его определения - в разделе 5.2.2. Кроме того, 

преимущества, возникающие в результате гликозилирования/сульфатирования экспрессируемого клет-

ками HuGlyFab, могут быть определены с использованием анализов, известных в настоящей области 

техники, например, способами, описанными в разделах 5.2.1 и 5.2.2. 

5.1.10. Композиции 

Фармацевтические композиции, подходящие для введения субъектам-людям, содержат суспензию 

рекомбинантного вектора в буфере для состава, содержащем физиологически совместимый водный бу-

фер, поверхностно-активное вещество и необязательные вспомогательные вещества. Такой буфер для 

состава может содержать одно или более из полисахаридов, поверхностно-активных веществ, полимера 

или масла. 

5.2. N-гликозилирование, сульфатирование тирозина и О-гликозилирование 

Аминокислотная последовательность (первичная последовательность) раскрытых в настоящем до-

кументе HuGlyFab и HuPTM scFv содержит по меньшей мере один сайт, в котором происходит N-

гликозилирование или сульфатирование тирозина (см. фиг. 2A-2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5A-5D, 6, 7А-7В, 8А-

8Н и 9А-9В для положений гликозилирования и/или сульфатирования в аминокислотных последователь-

ностях Fab-фрагментов терапевтических антител). 

5.2.1. N-гликозилирование 

Обратные сайты гликозилирования. 

Каноническая последовательность N-гликозилирования известна в настоящей области техники как 

Asn-X-Ser (или Thr), где X может представлять собой любую аминокислоту, кроме Pro. Однако недавно 

было продемонстрировано, что остатки аспарагина (Asn) человеческих антител могут быть гликозилиро-

ваны в контексте обратного консенсусного мотива Ser (или Thr)-X-Asn, где X может представлять собой 

любую аминокислоту, кроме Pro. См. Valliere-Douglass et al., 2009, J. Biol. Chem. 284:32493-32506; and 

Valliere-Douglass et al., 2010, J. Biol. Chem. 285:16012-16022. Как раскрыто в настоящем документе, опре-

деленные раскрытые в настоящем документе HuGlyFab и HuPTM scFv содержат такие обратные консен-

сусные последовательности. 

Неконсенсусные сайты гликозилирования. 

В дополнение к обратным сайтам N-гликозилирования недавно было продемонстрировано, что ос-

татки глутамина (Gln) человеческих антител могут быть гликозилированы в контексте неконсенсусного 

мотива Gln-Gly-Thr. См. Valliere-Douglass et al., 2010, J. Biol. Chem. 285:16012-16022. Удивительно, что 

некоторые из раскрытых в настоящем документе фрагментов HuGlyFab содержат такие неконсенсусные 

последовательности. Кроме того, О-гликозилирование предусматривает добавление N-ацетилгалактоз 

амина к остаткам серина или треонина посредством фермента. Было продемонстрировано, что амино-

кислотные остатки, присутствующие в шарнирной области антител, могут быть О-гликозилированными. 

Возможность О-гликозилирования дает другое преимущество представленным в настоящем документе 

терапевтическим антителам по сравнению, например, с антигенсвязывающими фрагментами, произво-

димыми в E.coli, опять же, поскольку E.coli в природе не содержит механизма, эквивалентного тому, ко-

торый используется в О-гликозилировании человека. (Вместо этого, О-гликозилирование у E.coli было 

продемонстрировано только тогда, когда бактерии модифицированы, чтобы содержать специфические 
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механизмы О-гликозилирования. См., например, Farid-Moayer et al., 2007, J. Bacteriol. 189:8088-8098). 

Сконструированные сайты N-гликозилирования. 

Согласно некоторым вариантам осуществления нуклеиновую кислоту, кодирующую HuGlyFab или 

HuTPM scFv, модифицируют так, чтобы она включала в себя 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 или более сайтов N-

гликозилирования (включая в себя каноническую консенсусную последовательность N-

гликозилирования, обратный сайт N-гликозилирования и неконсенсусные сайты N-гликозилирования), 

которые обычно ассоциируются с HuGlyFab или HuPTM scFv (например, относительно количества сай-

тов N-гликозилирования, связанных с HuGlyFab или HuPTM scFv в немодифицированном состоянии). 

Согласно конкретным вариантам осуществления введение сайтов гликозилирования осуществляется пу-

тем вставки сайтов N-гликозилирования (включая в себя каноническую консенсусную последователь-

ность N-гликозилирования, обратный сайт N-гликозилирования и неконсенсусные сайты N-

гликозилирования) в любой части первичной структуры антигенсвязывающего фрагмента, при условии, 

что указанное введение не влияет на связывание антигенсвязывающего фрагмента с его антигеном. Вве-

дение сайтов гликозилирования может быть осуществлено, например, путем добавления новых амино-

кислот к первичной структуре антигенсвязывающего фрагмента или антитела, из которого получен анти-

генсвязывающий фрагмент (т.е. сайты гликозилирования добавляются полностью или частично) или пу-

тем мутирования существующих аминокислот в антигенсвязывающем фрагменте или антителе, из кото-

рого получен антигенсвязывающий фрагмент, для создания сайтов N-гликозилирования (т.е. аминокис-

лоты не добавляются к антигенсвязывающему фрагменту/антителу, но выбранные аминокислоты анти-

генсвязывающего фрагмента/антитела мутируют так, чтобы образовать сайты N-гликозилирования). 

Специалистам в настоящей области техники должно быть понятно, что аминокислотная последователь-

ность белка может быть легко модифицирована с использованием подходов, известных в настоящей об-

ласти техники, например, рекомбинантных подходов, которые предусматривают модификацию последо-

вательности нуклеиновой кислоты, кодирующей белок. 

Согласно конкретному варианту осуществления HuGlyMab или антигенсвязывающий фрагмент мо-

дифицируется таким образом, что при экспрессии в клетках млекопитающих, таких как сетчатка, ЦНС, 

печень или мышечные клетки, он может быть гипергликозилирован. См. публикацию Courtois et al., 

2016, mAbs 8:99-112, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки. 

N-гликозилирование антигенсвязывающих фрагментов HuPTM. 

В отличие от низкомолекулярных лекарственных средств, биопрепараты, как правило, содержат 

смесь многих вариантов с различными модификациями или формами, которые могут характеризоваться 

различной активностью, фармакокинетикой и/или профилем безопасности. Не обязательно, чтобы каж-

дая молекула, производимая в рамках генной или белковой терапии, была полностью гликозилированной 

и сульфатированной. Скорее, популяция произведенных гликопротеинов должна иметь достаточное гли-

козилирование (включая в себя 2,6-сиалилирование) и сульфатирование, чтобы продемонстрировать эф-

фективность. Цель лечения генной терапией, представленного в настоящем документе, может заклю-

чаться, например, в том, чтобы замедлить или остановить прогрессирование заболевания или аномально-

го состояния или уменьшить тяжесть одного или более симптомов, связанных с заболеванием или ано-

мальным состоянием. 

Когда HuGlyFab или HuPTM scGv экспрессируется в клетке человека, сайты N- гликозилирования 

антигенсвязывающего фрагмента могут гликозилироваться различными гликанами. N-гликаны антиген-

связывающих фрагментов были охарактеризованы в настоящей области техники. Например, в публика-

ции Bondt et al., 2014, Mol. & Cell. Proteomics 13.11:3029-3039 (полностью включена в настоящий доку-

мент посредством ссылки для раскрытия Fab-ассоциированных N-гликанов; см. также фиг. 10) охаракте-

ризованы гликаны, ассоциированные с Fab, и продемонстрировано, что части Fab и Fc антител содержат 

отличные паттерны гликозилирования, причем гликаны Fab характеризуются высоким галактозилирова-

нием, сиалилированием и делением пополам (например, с делением пополам GlcNAc), но низким фуко-

зилированием по отношению к Fc гликанам. Подобно Bondt, авторами публикации Huang et al., 2006, 

Anal. Biochem. 349:197-207 (полностью включенной в настоящий документ посредством ссылки для рас-

крытия Fab-ассоциированных N-гликанов) обнаружено, что большинство гликанов Fab сиалилированы. 

Однако в Fab антитела, исследованного Huang (который был получен в фоне мышиных клеток), иденти-

фицированными сиаловыми остатками были N-гликолилнейраминовая кислота ("Neu5Gc" или "NeuGc") 

(что не является природным для человека) вместо N-ацетилнейраминовой кислоты ("Neu5Ac", преобла-

дающая сиаловая кислота человека). Кроме того, в публикации Song et al., 2014, Anal. Chem. 86:5661-

5666 (полностью включенной в настоящий документ посредством ссылки для раскрытия Fab-

ассоциированных N-гликанов) описана библиотека N-гликанов, связанных с коммерчески доступными 

антителами. 

Важно, что когда HuGlyFab или HuPTM scFv экспрессируются в клетках человека, необходимость в 

производстве in vitro в прокариотических клетках-хозяевах (например, Е.coli) или эукариотических клет-

ках-хозяевах (например, клетках СНО или клетках NS0) исключается. Вместо этого, в результате опи-

санных в настоящем документе способов сайты N-гликозилирования HuGlyFab или HuPTM scFv пре-

имущественно "декорируют" гликанами, подходящими и применимыми для лечения людей. Такое пре-
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имущество недостижимо, когда клетки СНО, клетки NS0 или E.coli используются в производстве анти-

тел/антигенсвязывающих фрагментов, потому что, например, клетки СНО (1) не экспрессируют 2,6-

сиалилтрансферазу и, следовательно, не могут добавлять 2,6-сиаловую кислоту во время N-

гликозилирования; (2) могут добавлять Neu5Gc в виде сиаловой кислоты вместо Neu5Ac и (3) могут так-

же производить иммуногенный гликан, антиген α-Gal, который реагирует с антителами к α-Gal, присут-

ствующими у большинства индивидуумов, которые при высоких концентрациях могут вызывать анафи-

лаксию; и потому что (4) E.coli не содержит в природе компонентов, необходимых для N-

гликозилирования. 

Анализы для определения паттерна гликозилирования антител, включая в себя антигенсвязываю-

щие фрагменты, известны в настоящей области техники. Например, гидразинолиз может быть использо-

ван для анализа гликанов. Во-первых, полисахариды высвобождаются из связанного с ними белка путем 

инкубации с гидразином (можно использовать набор Ludger Liberate Hydrazinolysis Glycan Release Kit, 

Оксфордшир, Великобритания). Нуклеофильный гидразин атакует гликозидную связь между полисаха-

ридом и белком-носителем и позволяет высвобождать связанные гликаны. N-ацетильные группы теря-

ются во время этой обработки и должны быть восстановлены путем повторного N-ацетилирования. Гли-

каны также могут высвобождаться с использованием ферментов, таких как гликозидазы или эндоглико-

зидазы, такие как PNGase F и Endo H, которые расщепляются чисто и с меньшим количеством побочных 

реакций, чем гидразины. Свободные гликаны могут быть очищены на углеродных колонках и затем по-

мечены на восстанавливающем конце фторофор-2-аминобензамидом. Меченые полисахариды могут 

быть разделены на колонке GlycoSep-N (GL Sciences) в соответствии с протоколом ВЭЖХ публикации 

Royle et al., Anal Biochem 2002, 304(1):70-90. Полученная флуоресцентная хроматограмма показывает 

длину полисахарида и количество повторяющихся звеньев. Структурная информация может быть собра-

на путем сбора отдельных пиков и последующего выполнения анализа МС/МС. Таким образом, моноса-

харидная композиция и последовательность повторяющегося звена могут быть подтверждены и, кроме 

того, может быть идентифицирована гомогенность полисахаридной композиции. Конкретные пики низ-

кой или высокой молекулярной массы могут быть проанализированы с помощью MALDI-MC/MC, и ре-

зультат использован для подтверждения последовательности гликана. Каждый пик на хроматограмме 

соответствует полимеру, например, гликану, состоящему из определенного числа повторяющихся звень-

ев и фрагментов, например, их остатков сахара. Таким образом, хроматограмма позволяет измерять рас-

пределение полимера, например, гликана, по длине. Время элюирования является показателем длины 

полимера, в то время как интенсивность флуоресценции коррелирует с молярным содержанием соответ-

ствующего полимера, например, гликана. Другие способы оценки гликанов, связанных с антигенсвязы-

вающими фрагментами, включают в себя способы, описанные Bondt et al., 2014, Mol. & Cell. Proteomics 

13.11:3029-3039, Huang et al., 2006, Anal. Biochem. 349:197-207 и/или Song et al., 2014, Anal. Chem. 

86:5661-5666. 

Гомогенность или гетерогенность гликановых паттернов, связанных с антителами (включая в себя 

антигенсвязывающие фрагменты), поскольку это относится как к длине или размеру гликана, так и к ко-

личеству гликанов, присутствующих в сайтах гликозилирования, можно оценить с использованием спо-

собов, известных в настоящей области техники, например, способов измерения длины или размера гли-

кана и гидродинамического радиуса. ВЭЖХ, такая как эксклюзионная, с нормальной фазой, с обращен-

ной фазой и анионообменная ВЭЖХ, а также капиллярный электрофорез, позволяет измерять гидроди-

намический радиус. Более высокое количество сайтов гликозилирования в белке приводит к более силь-

ному изменению гидродинамического радиуса по сравнению с носителем с меньшим количеством сай-

тов гликозилирования. Однако, когда анализируются отдельные гликановые цепи, они могут быть более 

однородными из-за более контролируемой длины. Длина гликана может быть измерена с помощью гид-

разинолиза, ДСН-ПААГ и капиллярного гель-электрофореза. Кроме того, гомогенность может также 

означать, что определенные паттерны использования сайта гликозилирования изменяются в более широ-

ком/более узком диапазоне. Эти факторы могут быть измерены с помощью гликопептида ЖХ-МС/МС. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или их антигенсвязывающие 

фрагменты также не содержат обнаруживаемые NeuGc и/или α-Gal. Термин "обнаруживаемый NeuGc" 

или "обнаруживаемый α-Gal" или "не содержит или не имеет NeuGc или α-Gal" означает в настоящем 

документе, что HuPTM mAb или антигенсвязывающий фрагмент не содержит фрагменты NeuGc или α-

Gal, обнаруживаемые с помощью стандартных способов анализа, известных в настоящей области техни-

ки. Например, NeuGc может быть обнаружен с помощью ВЭЖХ в соответствии с публикацией Hara et 

al., 1989, "Highly Sensitive Determination of N-Acetyl-and N-Glycolylneuraminic Acids in Human Serum and 

Urine and Rat Serum by Reversed-Phase Liquid Chromatography with Fluorescence Detection." J. Chromatogr., 

B: Biomed. 377, 111-119, которая настоящим включена посредством ссылки для способа обнаружения 

NeuGc. Альтернативно, NeuGc может быть обнаружен с помощью масс-спектрометрии. A-Gal может 

быть обнаружен с использованием ELISA, см., например, Galili et al., 1998, "A sensitive assay for measur-

ing α-Gal epitope expression on cells by a monoclonal anti-Gal antibody." Transplantation. 65(8): 1129-32, или 

с помощью масс-спектрометрии, см., например, Ayoub et al., 2013, "Correct primary structure assessment 
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and extensive glyco-profiling of cetuximab by a combination of intact, middle-up, middle-down and bottom-up 

ESI and MALDI mass spectrometry techniques." Landes Bioscience. 5(5):699-710. См. также ссылки, цити-

руемые в Platts-Mills et al., 2015, "Anaphylaxis to the Carbohydrate Side-Chain Alpha-gal" Immunol Allergy 

Clin North Am. 35(2): 247-260. 

Преимущества N-гликозилирования. 

N-гликозилирование дает многочисленные преимущества для описанных в настоящем документе 

HuGlyFab или HuPTM scFv. Такие преимущества недостижимы при производстве антигенсвязывающих 

фрагментов в E.coli, поскольку E.coli в природе не обладает компонентами, необходимыми для N-

гликозилирования. Кроме того, некоторые преимущества недостижимы из-за производства антител, на-

пример, в клетках СНО (или мышиных клетках, таких как клетки NS0), поскольку в клетках СНО отсут-

ствуют компоненты, необходимые для добавления определенных гликанов (например, 2,6 сиаловой ки-

слоты и рассечения GlcNAc), и потому что либо СНО, либо мышиные клеточные линии добавляют NN-

гликолилнейраминовую кислоту ("Neu5Gc" или "NeuGc"), которая не является природной для человека 

(и потенциально иммуногенной), вместо N-ацетилнейраминовой кислоты ("Neu5Ac"), преобладающей 

сиаловой кислоты человека. См., например, публикации Dumont et al., 2015, Crit. Rev. Biotechnol. 36(6): 

1110-1122; Huang et al., 2006, Anal. Biochem. 349:197-207 (NeuGc является преобладающей сиаловой ки-

слотой в мышиных клеточных линиях, таких как SP2/0 и NS0) и Song et al., 2014, Anal. Chem. 86:5661-

5666, каждая из которых полностью включена в настоящий документ посредством ссылки. Кроме того, 

клетки СНО могут также производить иммуногенный гликан, антиген α-Gal, который реагирует с анти-

телами к а-Gal, присутствующими у большинства людей, что при высоких концентрациях может вызы-

вать анафилаксию. См., например, Bosques, 2010, Nat. Biotech. 28:1153-1156. Описанный в настоящем 

документе паттерн гликозилирования человека HuGlyFab HuPTM scFv должен снижать иммуногенность 

трансгенного продукта и повышать эффективность. 

Хотя неканонические сайты гликозилирования, как правило, приводят к низкому уровню гликози-

лирования (например, 1-5%) популяции антител, функциональные преимущества могут быть значитель-

ными (см., например, van de Bovenkamp et al., 2016, J. Immunol. 196:1435-1441). Например, гликозилиро-

вание Fab может влиять на стабильность, время полужизни и характеристики связывания антитела. Что-

бы определить влияние гликозилирования Fab на аффинность антитела к его мишени, может быть ис-

пользован любой способ, известный специалисту в настоящей области техники, например, твердофазный 

иммуноферментный анализ (ELISA) или поверхностный плазмонный резонанс (SPR). Чтобы определить 

влияние гликозилирования Fab на время полужизни антитела, может быть использован любой способ, 

известный специалисту в настоящей области техники, например, путем измерения уровней радиоактив-

ности в крови или органах у субъекта, которому введено меченное радиоактивным изотопом антитело. 

Для определения влияния гликозилирования Fab на стабильность, например, уровней агрегации или раз-

ворачивания белка антитела, может быть использован любой способ, известный специалисту в настоя-

щей области техники, например, дифференциальная сканирующая калориметрия (DSC), высокоэффек-

тивная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), например, эксклюзионная высокоэффективная жидкостная 

хроматография (SEC-HPLC), капиллярный электрофорез, масс-спектрометрия или измерение мутности. 

Наличие сиаловой кислоты на HuGlyFab или HuPTM scFv, используемых в описанных в настоящем 

документе способах, может влиять на скорость клиренса HuGlyFab или HuPTM scFv. Соответственно, 

образцы сиаловой кислоты HuGlyFab или HuPTM scFv могут быть использованы для создания терапев-

тического средства, имеющего оптимизированную скорость клиренса. Способы оценки скорости клирен-

са антигенсвязывающих фрагментов известны в настоящей области техники. См., например, Huang et al., 

2006, Anal. Biochem. 349:197-207. 

Согласно другому конкретному варианту осуществления преимущество, обеспечиваемое N-

гликозилированием, представляет собой сниженную агрегацию. Занятые сайты N-гликозилирования мо-

гут маскировать склонные к агрегации аминокислотные остатки, что приводит к снижению агрегации. 

Такие сайты N-гликозилирования могут быть нативными по отношению к антигенсвязывающему фраг-

менту, используемому в настоящем документе, или могут быть встроены в антигенсвязывающий фраг-

мент, используемый в настоящем документе, в результате чего HuFlyFab или HuPTM scFv менее склон-

ны к агрегации при экспрессии, например, экспрессируются в клетках человека. Способы оценки агрега-

ции антител известны в настоящей области техники. См., например, Courtois et al., 2016, mAbs 8:99-112, 

которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки. 

Согласно другому конкретному варианту осуществления преимущество, обеспечиваемое N-

гликозилированием, заключается в снижении иммуногенности. Такие сайты N-гликозилирования могут 

быть нативными для антигенсвязывающего фрагмента, использованного в настоящем документе, или 

могут быть встроены в антигенсвязывающий фрагмент, используемый в настоящем документе, что при-

водит к HuGlyFab или HuPTM scFv, которые менее склонны к иммуногенности при экспрессии, напри-

мер, экспрессируются в клетках сетчатки человека, клетках ЦНС человека, клетках печени человека или 

мышечных клетках человека. 

Согласно другому конкретному варианту осуществления преимуществом N-гликозилирования заключа-

ется в стабильности белка. Хорошо известно, что N-гликозилирование белков придает им стабильность, и в 
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настоящей области техники известны способы оценки стабильности белка, возникающего в результате N-

гликозилирования. См., например, Sola and Griebenow, 2009, J Pharm Sci., 98(4): 1223-1245. 

Согласно другому конкретному варианту осуществления преимущество, обеспечиваемое N-

гликозилированием, представляет собой измененную аффинность связывания. В настоящей области тех-

ники известно, что присутствие сайтов N-гликозилирования в вариабельных доменах антитела может 

увеличивать аффинность антитела к его антигену. См., например, Bovenkamp et al., 2016, J. Immunol. 

196:1435-1441. Анализы для измерения аффинности связывания антител известны в настоящей области 

техники. См., например, Wright et al., 1991, EMBO J. 10:2717-2723 и Leibiger et al., 1999, Biochem. J. 

338:529-538. 

5.2.2. Сульфатирование тирозина 

Сульфатирование тирозина происходит в остатках тирозина (Y) с глутаматом (Е) или аспартатом 

(D) в пределах от +5 до -5 положения от Y, и где положение -1 Y представляет собой нейтральную или 

кислую заряженную аминокислоту, но не основную аминокислоту, например, аргинин (R), лизин (K) или 

гистидин (Н), которая устраняет сульфатирование. Удивительно, что описанные в настоящем документе 

HuGlyFab и HuPTM scFv содержат сайты сульфатирования тирозина (см. фиг. 2A-2F, 3А-3Е, 4А-4В, 5А-

5D, 6, 7А-7В, 8А-8Н и 9А-9В). 

Важно отметить, что антигенсвязывающие фрагменты с сульфатированным тирозином не могут 

быть получены в E.coli, которая в природе не обладает ферментами, необходимыми для сульфатирования 

тирозина. Кроме того, клетки СНО дефицитны для сульфатирования тирозина - они не являются секре-

торными клетками и имеют ограниченную способность к посттрансляционному сульфатированию тиро-

зина. См., например, Mikkelsen & Ezban, 1991, Biochemistry 30: 1533-1537. Преимущественно способы, 

представленные в настоящем документе, требуют экспрессии Fab HuPTM в клетках человека, которые 

являются секреторными и обладают способностью к сульфатированию тирозина. 

Сульфатирование тирозина выгодно по нескольким причинам. Например, было показано, что суль-

фатирование тирозина антигенсвязывающего фрагмента терапевтических антител против мишеней резко 

увеличивает авидность к антигену и активность. См., например, Loos et al., 2015, PNAS 112: 12675-12680 

и Choe et al., 2003, Cell 114: 161-170. Анализы для выявления сульфатирования тирозина известны в на-

стоящей области техники. См., например, Yang et al., 2015, Molecules 20:2138-2164. 

5.2.3. О-гликозилирование 

О-гликозилирование предусматривает добавление N-ацетилгалактозамина к остаткам серина или 

треонина ферментом. Было продемонстрировано, что аминокислотные остатки, присутствующие в шар-

нирной области антител, могут быть О-гликозилированными. Согласно определенным вариантам осуще-

ствления HuGlyFab содержит всю или часть их шарнирной области и, таким образом, способны к О-

гликозилированию при экспрессии в клетках человека. Возможность О-гликозилирования дает другое 

преимущество HuGlyFab, предоставленному в настоящем документе, по сравнению, например, с анти-

генсвязывающими фрагментами, производимыми в E.coli, опять же, потому что E.coli в природе не со-

держит механизма, эквивалентного тому, который используется при человеческом О-гликозилировании. 

(Вместо этого, О-гликозилирование в E.coli было продемонстрировано только тогда, когда бактерии моди-

фицированы, чтобы содержать специфические механизмы О-гликозилирования. См., например, Farid-

Moayer et al., 2007, J. Bacteriol. 189:8088-8098. O-гликозилированный HuGlyFab благодаря наличию глика-

нов обладает общими характеристиками с N-гликозилированным HuGlyFab (как обсуждалось выше). 

5.3. Терапевтические антитела на основе векторов 

5.3.1. Анти-ABeta HuPTM конструкции и составы для лечения болезни Альцгеймера 

Описаны композиции и способы для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с пептидами амилоид бета (Аβ или Abeta), полученными из 

белка-предшественника амилоида, который может иметь преимущество при лечении болезни Альцгей-

мера (AD) и т.п. Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb представляет собой аду-

канумаб, кренезумаб, гантенерумаб или BAN2401 или антигенсвязывающий фрагмент одного из указан-

ных выше. Аминокислотные последовательности Fab-фрагментов этих антител представлены на фиг. 2А-

2С и 2F. Доставка может быть осуществлена с помощью генной терапии - например, путем введения ви-

русного вектора или другой экспрессирующей конструкции ДНК, кодирующей Аβ-связывающее HuPTM 

mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент и/или гипергликозилированное производное или другое 

его производное) пациентам (субъектам-людям) с диагнозом или наличием одного или более симптомов 

AD, для создания постоянного депо, которое непрерывно снабжает человеческим РТМ, например, глико-

зилированным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с Аβ, кото-

рые можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. Трансген 

представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, кодирующие 

антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с Аβ, такого как адуканумаб, кренезумаб, 
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гантенерумаб или BAN2401 или их варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген 

также может кодировать анти-Аβ антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные 

сайты гликозилирования (например, см. публикацию Courtois et al., 2016, mAbs 8: 99-112, которая полно-

стью включена в настоящий документ посредством ссылки). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части аду-

канумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 1 и 2, соответственно, см. табл. 4 

и фиг. 2А). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для 

экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID 

NO: 101 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи адуканумаба) и SEQ ID NO: 102 (кодирующие Fab-часть 

легкой цепи адуканумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей содержат 

сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в 

клетках человека, в частности в клетках ЦНС человека. Сигнальная последовательность может характе-

ризоваться аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или 

одной из последовательностей, представленных в табл. 1 выше. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-Аβ антигенсвязывающий до-

мен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 1 с дополнительной последовательностью 

шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть амино-

кислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, KTHL (SEQ ID 

NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPHCHA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), 

KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), 

как показано на фиг. 2А. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательно-

стями на 3'-конце SEQ ID NO: 1 кодирующими шарнирные области последовательностями, представлен-

ными в табл. 4 (SEQ ID NO: 101). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

2. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 

95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 1. Согласно 

определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента кодирует 

связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислотную последо-

вательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 

96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 2, и тяжелую 

цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 

88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, 

представленной в SEQ ID NO: 1. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген 

Аβ фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1 

с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или деле-

циями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех 

областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2А) или представляют собой заме-

ны на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного или более других тера-

певтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Согласно конкретным вари-

антам осуществления связывающий антиген Аβ фрагмент содержит легкую цепь, содержащую амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 2 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 или более ами-

нокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно 

выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 

2А) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в легкой це-

пи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 

11В. 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует гипергликозилированный Fab адуканумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь SEQ ID 

NO: 1 и 2, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T119N (тяжелая цепь), Q160N или 

Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, коди-

рующие шесть CDR адуканумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 
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тяжелой и легкой цепи на фиг. 2А, которые разнесены между каркасными областями, как правило, чело-

веческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы анти-

генсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабельного 

домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к Аβ или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части кренезума-

ба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 3 и 4, соответственно, см. табл. 4 и фиг. 

2В). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для экс-

прессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID 

NO: 103 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи кренезумаба) и SEQ ID NO: 104 (кодирующие Fab-часть 

легкой цепи кренезумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей содержат 

сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в 

клетках человека, в частности в клетках ЦНС человека. Сигнальная последовательность может характе-

ризоваться аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или 

сигнальной последовательностью, приведенной в табл. 1. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей, трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления домен, связывающий анти-Аβ ан-

тиген, содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 3 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого тирозина (Y), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности GPPCPPCPA (SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGGPSVFL 

(SEQ ID NO: 230), как показано на фиг. 2В. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными 

последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 3 кодирующими шарнирные области последовательно-

стями, представленными в табл. 5 (SEQ ID NO: 103). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

4. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 

95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 3. Согласно 

определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента кодирует 

антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 

97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 4, и тяжелую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 

89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представ-

ленной в SEQ ID NO: 3. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген Аβ 

фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3 с 1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, 

и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях, 

которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2В) или представляют собой замены на ами-

нокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного или более других терапевтиче-

ских антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Согласно конкретным вариантам 

осуществления связывающий антиген Аβ фрагмент содержит легкую цепь, содержащую аминокислот-

ную последовательность SEQ ID NO: 4 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокис-

лотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выпол-

няются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2В) 

или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в легкой цепи 

одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует гипергликозилированный Fab кренезумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь SEQ ID 

NO: 3 и 4, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T107N (тяжелая цепь), Q165N или 

Q165S (легкая цепь) и/или E200N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, коди-

рующие шесть CDR кренезумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доменов 

тяжелой и легкой цепей на фиг. 2В, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-
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ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к Аβ или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части гантенеру-

маба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 5 и 6, соответственно, см. табл. 4 и 

фиг. 2С). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для 

экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID 

NO: 105 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи гантенерумаба) и SEQ ID NO: 106 (кодирующие Fab-

часть легкой цепи гантенерумаба), как представлено в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой 

цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии 

и секреции в клетках человека, в частности в клетках ЦНС человека. Сигнальная последовательность 

может характеризоваться аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID 

NO: 161) или сигнальной последовательностью, представленной в табл. 1. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-Аβ антигенсвязывающий до-

мен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 5 с дополнительной последовательностью 

шарнирной области, начинающейся в С-концевом аспартате (D), содержащей всю или часть аминокис-

лотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, KTHL (SEQ ID 

NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), 

KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), 

как показано на фиг. 2С. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательно-

стями на 3'-конце SEQ ID NO: 5 кодирующими шарнирные области последовательностями, представлен-

ными в табл. 5 (SEQ ID NO: 105). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

6. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 

95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 5. Согласно 

определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента кодирует 

антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 

97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 6, и тяжелую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 

89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представ-

ленной в SEQ ID NO: 5. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген Аβ 

фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 5 с 1, 

2, 3, 4, 5, 6, 7 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, 

и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях, 

которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2С) или представляют собой замены на ами-

нокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного или более других терапевтиче-

ских антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Согласно конкретным вариантам 

осуществления связывающий антиген Аβ фрагмент содержит легкую цепь, содержащую аминокислот-

ную последовательность SEQ ID NO: 6 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокис-

лотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выпол-

няются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2С) 

или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в легкой цепи 

одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует гипергликозилированный Fab гантенерумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь SEQ ID 

NO: 5 и 6, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L121N (тяжелая цепь), Q161N или 

Q161S (легкая цепь) и/или E196N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие 

шесть CDR гантенерумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доменов тяжелой 

и легкой цепи на фиг. 2С, которые расположены между каркасными областями, в основном человече-

скими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы антигенсвя-

зывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабельного домена 

тяжелой и/или легкой цепи антитела к Аβ или его антигенсвязывающего фрагмента. 
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Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

BAN2401 (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 57 и 58, соответственно, см.  

табл. 4 и фиг. 2F). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 157 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи BAN2401) и SEQ ID NO: 158 (кодирующие 

Fab-часть легкой цепи BAN2401), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей 

содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и сек-

реции в клетках человека, в частности в клетках ЦНС человека. Сигнальная последовательность может 

характеризоваться аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 

161) или одной из последовательностей, представленных в табл. 1 выше. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-Аβ антигенсвязывающий до-

мен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 57 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) или  

KTHLCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 239) и, в частности, KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 

224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225) или KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), как показано на фиг. 2F. Эти 

шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 57 

кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 4 (SEQ ID NO: 157). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

58. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген Аβ фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

57. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислот-

ную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 58, и 

тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последова-

тельности, представленной в SEQ ID NO: 57. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген Аβ фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 57 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2F) или пред-

ставляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Соглас-

но конкретным вариантам осуществления связывающий антиген Аβ фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 58 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 

14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции 

предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, которые подчеркнуты 

на фиг. 2F) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в легкой 

цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 

11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фрагмен-

та кодирует гипергликозилированный BAN2401Fab, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь SEQ ID NO: 

57 и 58, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T119N (тяжелая цепь), Q165N или 

Q165S (легкая цепь) и/или E200N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-Аβ антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, коди-

рующие шесть CDR BAN2401, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена тя-

желой и легкой цепи на фиг. 2F, которые разнесены между каркасными областями, как правило, челове-

ческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы антиген-

связывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабельного до-

мена тяжелой и/или легкой цепи антитела к Аβ или его антигенсвязывающего фрагмента. 
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Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения людей с AD путем введения вирусного вектора, содержащего 

трансген, кодирующий антитело к Аβ или его антигенсвязывающий фрагмент. Антитело может пред-

ставлять собой адуканумаб, кренезумаб, гантенерумаб или BAN2401 и предпочтительно представляет 

собой его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно определенным вариан-

там осуществления у пациента диагностированы и/или имеются симптомы, связанные с продромальным 

AD, т.е. с легким когнитивным нарушением, связанным с ранним AD или даже до AD. Рекомбинантные 

векторы, используемые для доставки трансгена, описаны в разделе 5.4.1 и показаны на фиг. 2А-С. Такие 

векторы должны обладать тропизмом к клеткам ЦНС человека и могут включать в себя нереплицирую-

щиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV9, AAVrh10, AAVrh20, AAVrh39 или AAVcy5. Ре-

комбинантные векторы можно вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор поступал в 

ЦНС, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в спинномозговую жидкость (CSF). 

См. раздел 5.5.1 для получения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто реагирует на анти-Аβ 

терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациентов, у 

которых была диагностирована AD или у которых один или более симптомов связаны с ней и которые 

определены как отвечающие на лечение антителом к Аβ или считаются хорошими кандидатами для те-

рапии антителом к Аβ. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее подвергались 

лечению с помощью адуканумаба, кренезумаба, гантенерумаба или BAN2401, и было обнаружено, что 

они чувствительны к одному или более из адуканумаба, кренезумаба, гантенерумаба или BAN2401. Для 

определения чувствительности трансгенный продукт антитела к Аβ или антигенсвязывающего фрагмен-

та (например, производимый в культуре клеток человека, биореакторах и т.д.) можно вводить непосред-

ственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека 

Производство HuPTM mAb к Аβ или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологически 

улучшенной" молекулы для лечения AD, осуществляемого с помощью генной терапии - например, путем 

введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей анти-Аβ 

HuPTM Fab, интратекально, особенно посредством интрацистернального или поясничного введения, или 

внутривенного введения субъектам-людям (пациентам), у которых диагностирована AD или имеется 

один или более симптомов AD, чтобы создать постоянное депо в ЦНС, которое непрерывно снабжает 

полностью человеческим посттрансляционно модифицированным, например, гликозилированным чело-

веком, сульфатированным трансгенным продуктом, производимым трансдуцированными клетками ЦНС. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к Аβ или анти-Аβ HuPTM Fab должна включать в себя сиг-

нальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликозили-

рование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками ЦНС. Например, сигнальная последо-

вательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к Аβ или 

HuPTM Fab могут быть произведены в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом AD или тем, для которых терапия AD считается уме-

стной. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к Аβ ИЛИ его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепей адуканумаба, как показано на фиг. 2А (с неконсенсусными сайтами гликозилирова-

ния по аспарагину (N), выделенными зеленым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), вы-

деленными синим цветом, и сайтами сульфатирования Y, выделенными желтым цветом), характеризует-

ся гликозилированием, в частности, 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным поло-

жениям N166 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 1) или N158 и/или N210 легкой цепи (SEQ ID NO: 2). Альтерна-

тивно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с последовательностями 

вариабельного домена тяжелой и легкой цепи адуканумаба содержит группу сульфатирования в Y94 

и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 1) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 2). Согласно 

другим вариантам осуществления HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат 

каких-либо обнаруживаемых (например, обнаруженных с помощью анализов, известных в настоящей 

области техники, например, описанных в разделе 5.2 ниже) фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-

либо обнаруживаемых (например, обнаруженных с помощью анализов, известных в настоящей области 

техники, например, описанных в разделе 5.2, ниже) фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепей кренезумаба, как показано на фиг. 2В (с неконсенсусными сайтами гликозилирования 

по аспарагину (N), выделенными зеленым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выде-

ленными синим цветом, и сайтами сульфатирования Y, выделенными желтым цветом), характеризуется 

гликозилированием, в частности, 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным положе-
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ниям N52, Q104, N154 и/или N196 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 3) или Q105, N163 и/или N215 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 4). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с 

последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи кренезумаба имеет группу сульфа-

тирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 3) и/или Y91 и/или Y92 легкой цепи (SEQ ID NO: 

4). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающий фраг-

мент не содержат каких-либо обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-либо обна-

руживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепей гантенерумаба, как показано на фиг. 2С (с сайтами гликозилирования по аспарагину 

(N), выделенными пурпурным цветом, неконсенсусными сайтами гликозилирования по аспарагину (N), 

выделенными зеленым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выделенными синим цве-

том, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризуется гликозилированием, 

в частности, 2,6-сиалилированием по одному или более аминокислотным положениям N52, N77, Q118 

и/или N168 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 5) или Q101, N159 и/или N211 легкой цепи (SEQ ID NO: 6). Аль-

тернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с последовательно-

стями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи гантенерумаба имеет группу сульфатирования в Y94 

и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 5) и/или Y87 и/или Y88 легкой цепи (SEQ ID NO: 6). Согласно 

другим вариантам осуществления HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат 

каких-либо обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-либо обнаруживаемых фраг-

ментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепи BAN2401, как показано на фиг. 2F (с неконсенсусными сайтами гликозилирования по 

аспарагину (N), выделенными зеленым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выделен-

ными синим цветом, и сайтами сульфатирования Y, выделенными желтым цветом), характеризуется гли-

козилированием, в частности, 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным положениям 

Q116 и/или N166 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 57) или N163 и/или N215 легкой цепи (SEQ ID NO: 58). 

Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с последователь-

ностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи BAN2401 имеет группу сульфатирования в Y94 

и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 57) и/или Y91 легкой цепи (SEQ ID NO: 58). Согласно другим ва-

риантам осуществления HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат каких-

либо обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-либо обнаруживаемых фрагментов 

альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически 

эффективным и по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% 2,6-сиалилирован и/или сульфатирован и может 

быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован 2,6-сиалилированием 

и/или сульфатирован. Цель лечения генной терапией, представленной в настоящем документе, состоит в 

том, чтобы замедлить или остановить прогрессирование AD, в частности когнитивное нарушение. 

Эффективность может контролироваться путем измерения уменьшения образования бляшек и/или 

улучшения когнитивной функции или снижения ухудшения когнитивной функции. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к Аβ или его антигенсвязывающего фрагмента в ЦНС, сопро-

вождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представленными в настоящем 

документе способами. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, одновременно или после 

лечения генной терапией. Доступные способы лечения AD, которые можно комбинировать с представ-

ленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, ARICEPT (донепе-

зил), RAZADYNE (галантамин), NAMENDA (ривастигмин) и NAMZARIC (донепезил и мемантин), 

чтобы назвать несколько, и введение с анти-Аβ средствами, включая в себя, без ограничения, адукану-

маб, кренезумаб, гантенерумаб или BAN2401, или анти-тау средствами, такими как aTAU. 

5.3.2. Анти-тау HuPTM конструкции и составы для таупатий, таких как болезнь Альцгеймера,  

хроническая травматическая энцефалопатия, прогрессирующий надъядерный  

паралич или лобно-височная деменция 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с белком тау (Tau), таким как мономерный тау, олигомер-

ный тау, нефосфорилированный тау и фосфорилированный тау, что может быть применимо при лечении 

болезни Альцгеймера (AD), хронической травматической энцефалопатии (СТЕ), комплекса Пика, пер-

вичной возрастной таупатий, прогрессирующего надъядерного паралича (PSP), лобно-височной демен-

ции (FD) и других таупатий. Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb представляет 

собой антитело, имеющее фрагменты Fab, представленные на фиг. 2D (называемый в настоящем доку-

менте "aTAU"), или его антигенсвязывающий фрагмент. Доставка может быть осуществлена с помощью 

генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК кон-
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струкции, кодирующей тау-связывающее HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент и/или его 

гипергликозилированное производное или другое производное), пациентам (субъектам-людям) с диагно-

зом или наличием одного или более симптомов AD, CTE, PSP, FD или других таупатий, для создания 

постоянного депо, которое непрерывно снабжает человеческим РТМ, например, гликозилированным 

человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с тау, кото-

рый можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. Трансген 

представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, кодирующие 

антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с тау, такого как aTAU или его варианты, 

как подробно описано в настоящем документе. Трансген может также кодировать анти-тау антигенсвя-

зывающий фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликозилирования (например, см. пуб-

ликацию Courtois et al., 2016, mAbs 8: 99-112, которая полностью включена в настоящий документ по-

средством ссылки). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-тау антигенсвязывающего фрагмента 

содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части aTAU 

(имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 53 и 54, соответственно, см. табл. 4 и фиг. 

2D). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для экс-

прессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID 

NO: 153 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи aTAU) и SEQ ID NO: 154 (кодирующие Fab-часть легкой 

цепи aTAU), как показано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей содержат сигнальную 

или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в клетках чело-

века, в частности в клетках ЦНС человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться 

аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или одной из 

последовательностей, представленных в табл. 1 выше. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-Tau антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 53 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности GPPCPPCPAPEFLGG (SEQ ID NO: 231) и, в частности, 

GPPCPPCPA (SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGGPSVFL (SEQ ID NO: 230), как показано на  

фиг. 2D. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце 

SEQ ID NO: 53 кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 4 

(SEQ ID NO: 153). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-тау антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген тау фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

54. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-тау антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген тау фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую амино-

кислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

53. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-тау антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислот-

ную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 54, и 

тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последова-

тельности, представленной в SEQ ID NO: 53. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген тау фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 53 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2D) или пред-

ставляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Соглас-

но конкретным вариантам осуществления связывающий антиген тау фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 54 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 

14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции 

предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 2D) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 
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положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-тау антигенсвязывающего фрагмен-

та кодирует гипергликозилированный aTAU Fab, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь SEQ ID NO: 53 

и 54, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T110N (тяжелая цепь), Q164N или Q164S 

(легкая цепь) и/или E199N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-тау антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, коди-

рующие шесть CDR aTAU, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доменов тяжелой 

и легкой цепей на фиг. 2D, которые расположены между каркасными областями, в основном человече-

скими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы антигенсвя-

зывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабельного домена 

тяжелой и/или легкой цепи антитела к тау или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от AD, CTE, PSP, FD или других таупатий путем 

введения вирусного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к тау или его антигенсвязы-

вающий фрагмент. Антитело может представлять собой aTAU и предпочтительно представляет собой 

его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно определенным вариантам 

осуществления у пациента диагностированы и/или имеются симптомы, связанные с продромальным AD, 

т.е. с легким когнитивным нарушением, связанным с ранним AD или даже до AD. Рекомбинантный век-

тор, используемый для доставки трансгена, описан в разделе 5.4.1 и показан на фиг. 2D. Такие векторы 

должны обладать тропизмом к клеткам ЦНС человека и могут включать в себя нереплицирующиеся 

rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV9, AAVrh10, AAVrh20, AAVrh39 или AAVcy5. Рекомби-

нантные векторы можно вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор поступал в ЦНС, 

предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в спинномозговую жидкость (CSF). См. раз-

дел 5.5.1 для получения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто отвечает на анти-тау 

терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы предусматривают лечение пациентов, 

у которых были диагностированы AD, PSP или FD или у которых один или более симптомов связаны с 

ними и которые определены как отвечающие на лечение антителом к тау или считаются хорошими кан-

дидатами для терапии антителом к тау. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее 

подвергались лечению с помощью aTAU, и было обнаружено, что они чувствительны к одному или бо-

лее из aTAU. Для определения чувствительности трансгенный продукт антитела к тау или антигенсвязы-

вающего фрагмента (например, производимого в культуре клеток человека, биореакторах и т.д.) можно 

вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к тау или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологически 

улучшенной" молекулы для лечения AD, PSP или FD, осуществляемого с помощью генной терапии - 

например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, коди-

рующей анти-тау HuPTM Fab, интратекально, особенно посредством интрацистернального или пояснич-

ного введения, или внутривенного введения субъектам-людям (пациентам), у которых диагностированы 

или имеется один или более симптомов AD, PSP или FD, чтобы создать постоянное депо в ЦНС, которое 

непрерывно снабжает полностью человеческим посттрансляционно модифицированным, например, гли-

козилированным человеком, сульфатированным трансгенным продуктом, производимым трансдуциро-

ванными клетками ЦНС. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к тау или анти-тау HuPTM Fab должна включать в себя сиг-

нальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликозили-

рование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками ЦНС. Например, сигнальная последо-

вательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к тау или 

HuPTM Fab могут быть произведены в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом AD PSP или FD или тем, для которых терапия AD, PSP 

или FD считается уместной. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к тау или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепи aTAU, как показано на фиг. 2D (с неконсенсусными сайтами гликозилирования по 

аспарагину (N), выделенными зеленым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выделен-

ными синим цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризуется 

гликозилированием, особенно 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным положениям 

N57 и/или Q107, и/или N157, и/или N199 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 53), или N78, и/или Q104, и/или 

N162, и/или N214 легкой цепи (SEQ ID NO: 54) Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его 

антигенсвязывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи 
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aTAU имеет группу сульфатирования в Y96 и/или Y97 и/или Y104 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 53) и/или 

Y90 и/или Y91 легкой цепи (SEQ ID NO: 54). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к 

тау или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат каких-либо обнаруживаемых (например, обна-

руженных с помощью анализов, известных в настоящей области техники, например, описанных в разде-

ле 5.2 ниже) фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-либо обнаруживаемых (например, обнаружен-

ных с помощью анализов, известных в настоящей области техники, например, описанных в разделе 5.2, 

ниже) фрагментов альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически 

эффективным и по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% 2,6-сиалилирован и/или сульфатирован и может 

быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован 2,6-сиалилированием 

и/или сульфатирован. Цель лечения представленной в настоящем документе генной терапией заключает-

ся в том, чтобы замедлить или остановить прогрессирование AD, PSP или FD, в частности когнитивных 

нарушений, грубых или мелких двигательных навыков или нарушений зрения. Эффективность может 

контролироваться путем измерения уменьшения образования бляшек и/или улучшения когнитивной 

функции, с помощью двигательных навыков или с помощью зрения или снижения ухудшения когнитив-

ных функций, двигательных навыков или зрения. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к тау или его антигенсвязывающего фрагмента в ЦНС, сопро-

вождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представленными в настоящем 

документе способами. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, одновременно или после 

лечения генной терапией. Доступные способы лечения AD, PSP или FD, которые можно комбинировать с 

представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, ARICEPT 

(донепезил), RAZADYNE (галантамин), NAMENDA (ривастигмин) и NAMZARIC (донепезил и ме-

мантин), чтобы назвать несколько, и введение с анти-тау средствами, включая в себя, без ограничения, 

средства aTAU и анти-Аβ, такие как, без ограничения, адуканумаб, кренезумаб и гантенерумаб. 5.3.3. Анти-

CGRPR HuPTM конструкции и составы для лечения мигреней и кластерных головных болей. 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с пептидным рецептором, связанным с геном кальцитонина 

(CGRPR), который может быть применим при лечении мигреней и кластерных головных болей (относят-

ся в совокупности к головным болям). Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb 

представляет собой эренумаб, эптинезумаб, фреманезумаб, галканезумаб или антигенсвязывающий 

фрагмент одного из указанных выше. Аминокислотная последовательность для Fab-фрагментов эрену-

маба представлена на фиг. 2Е. Доставка может осуществляться посредством генной терапии - например, 

путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей 

CGRPR-связывающее HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент и/или гипергликозилиро-

ванное производное или другое его производное), пациентам (субъектам-людям) с диагнозом или нали-

чием одного или более симптомов мигреней и кластерных головных болей, для создания постоянного 

депо, которое непрерывно снабжает человека РТМ, например, гликозилированным человеком, трансген-

ным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с CGRPR, 

который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с CGRPR, такие как эрену-

маб, эптинезумаб, фреманезумаб, галканезумаб или их варианты, как подробно описано в настоящем 

документе или в соответствии с подробностями, приведенными в настоящем документе. Трансген может 

также кодировать анти-CGRPR антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные сай-

ты гликозилирования (например, см. публикацию Courtois et al., 2016, mAbs 8: 99-112, которая полно-

стью включена в настоящий документ посредством ссылки). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-CGRPR антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части эре-

нумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 55 и 56, соответственно, см. табл. 4 

и фиг. 2Е). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для 

экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID 

NO: 155 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи эренумаба) и SEQ ID NO: 156 (кодирующие Fab-часть 

легкой цепи эренумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей содержат 

сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в 

клетках человека, в частности в клетках ЦНС человека. Сигнальная последовательность может характе-

ризоваться аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или 

одной из последовательностей, представленных в табл. 1 выше. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 
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могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-CGRPR антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 55 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности CPPCPAPPVAGG (SEQ ID NO: 232) и, в частности, СРРСРА (SEQ 

ID NO: 219) или CPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 233), как показано на фиг. 2Е. Эти шарнирные области 

могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 55 кодирующими 

шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 4 (SEQ ID NO: 155). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-CGRPR антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент CGRPR, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 56. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-CGRPR антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент CGRPR, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 55. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-CGRPR антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

56, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 55. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген CGRPR фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 55 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 2Е) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген тау фрагмент содержит легкую 

цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 56 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или деле-

ции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 2Е) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом по-

ложении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано вы-

равниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-CGRPR антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab эренумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь 

SEQ ID NO: 55 и 56, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T125N (тяжелая цепь) 

и/или Q198N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-CGRPR антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR эренумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 2Е, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к тау или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от мигреней и кластерных головных болей путем 

введения вирусного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к CGRPR или его антиген-

связывающий фрагмент. Антитело может представлять собой эренумаб, эптинезумаб, фреманезумаб или 

галканезумаб и предпочтительно представляет собой его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязы-

вающий фрагмент. Согласно определенным вариантам осуществления у пациента диагностированы 

и/или имеются симптомы, связанные с эпизодическими мигренями или хроническими мигренями. Со-

гласно определенным вариантам осуществления у пациента диагностированы и/или имеются симптомы, 

связанные с эпизодическими кластерными головными болями или хроническими кластерными головны-

ми болями. Рекомбинантный вектор, используемый для доставки трансгена, описан в разделе 5.4.1 и по-

казан на фиг. 2Е. Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам ЦНС человека и могут включать 

в себя нереплицирующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV9, AAVrh10, AAVrh20, 

AAVrh39 или AAVcy5. Рекомбинантные векторы можно вводить любым способом, так чтобы рекомби-

нантный вектор поступал в ЦНС, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в спинно-

мозговую жидкость (CSF). См. раздел 5.5.1 для получения подробной информации о способах лечения. 
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Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто реагирует на анти-

CGRPR терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациен-

тов, у которых были диагностированы мигрени или кластерные головные боли или у которых один или 

более симптомов связаны с ними и которые определены как отвечающие на лечение антителом к CGRPR 

или считаются хорошими кандидатами для терапии антителом к CGRPR. Согласно конкретным вариан-

там осуществления пациенты ранее подвергались лечению с помощью эренумаба, эптинезумаба, фрема-

незумаба или галканезумаба, и было обнаружено, что они чувствительны к одному или более из эрену-

маба, эптинезумаба, фреманезумаба и галканезумаба. Для определения чувствительности трансгенный 

продукт антитела к CGRPR или антигенсвязывающего фрагмента (например, производимого в культуре 

клеток человека, биореакторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к CGRPR или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологиче-

ски улучшенной" молекулы для лечения мигреней или кластерных головных болей, осуществляемой с 

помощью генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей 

ДНК конструкции, кодирующей конструкцию HuPTM Fab к CGRPR, интратекально, в частности посред-

ством интрацистернального или поясничного введения, или внутривенного введения субъектам-людям 

(пациентам) с диагнозом или наличием одного или более симптомов мигреней или кластерных головных 

болей, чтобы создать постоянное депо в ЦНС, которое непрерывно снабжает полностью человеческим 

посттрансляционно модифицированным, например, гликозилированным человеком, сульфатированным 

трансгенным продуктом, производимым трансдуцированными клетками ЦНС. 

Конструкция кДНК для HuPTM mAb к CGRPR или анти-CGRPR HuPTM Fab должна включать в 

себя сигнальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг 

(гликозилирование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками ЦНС. Например, сигналь-

ная последовательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к CGRPR 

или HuPTM Fab могут производиться в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом мигрени или кластерные головные боли, или тем, для 

кого терапия мигреней или кластерных головных болей считается целесообразной. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к CGRPR или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепи эренумаба, как показано на фиг. 2Е (с неконсенсусными сайтами гликозилирова-

ния по аспарагину (N), выделенными зеленым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), вы-

деленные синим цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризуется 

гликозилированием, в частности, 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным положе-

ниям N77 и/или Q122, и/или N172, и/или N205, и/или N214 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 55) или N28 и/или 

N174 легкой цепи (SEQ ID NO: 56). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвя-

зывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи эренумаба 

содержит группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 55) и/или Y87 и/или Y88 

легкой цепи (SEQ ID NO: 56). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к CGRPR или его 

антигенсвязывающий фрагмент не содержат каких-либо обнаруживаемых (например, обнаруженных с 

помощью анализов, известных в настоящей области техники, например, описанных в разделе 5.2 ниже) 

фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-либо обнаруживаемых (например, обнаруженных с помо-

щью анализов, известных в настоящей области техники, например, описанных в разделе 5.2, ниже) фраг-

ментов альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически 

эффективным и по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% 2,6 сиалилирован и/или сульфатирован и может 

быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже 50%, или 100% гликозилирован 2,6-сиалилированием и/или 

сульфатирован. Цель представленного в настоящем документе лечения генной терапией заключается в 

предотвращении или уменьшении интенсивности или частоты мигреней, кластерных головных болей 

или одного или более связанных с ними симптомов, включая в себя тошноту, чувствительность к свету, 

чувствительность к звуку, покраснение глаз, отек век, лоб и потливость лица, слезотечение (слезоотделе-

ние), ненормальный маленький размер зрачка (миоз), заложенность носа, насморк (ринорея) и опущен-

ное веко (птоз). Эффективность может контролироваться путем измерения уменьшения интенсивности 

или частоты мигреней или кластерных головных болей или уменьшения количества острых специфиче-

ских для мигрени лекарственных средств, используемых в течение определенного периода времени. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к CGRPR или его антигенсвязывающего фрагмента в ЦНС, со-

провождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представленными в на-

стоящем документе способами. Дополнительные процедуры могут назначаться до, одновременно или 

после лечения генной терапией. Доступные способы лечения кластерных головных болей или мигреней, 

которые могут сочетаться с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, 

без ограничения, триптаны, производные эрготамина и NSAID и многие другие, и введение анти-CGRPR 

средств, включая в себя, без ограничения, эренумаб, эптинезумаб, фреманезумаб и галканезумаб. 



047128 

- 52 - 

5.3.4. HuPTM конструкции и составы к интерлейкину и к рецептору  

интерлейкина при аутоиммунных нарушениях 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с интерлейкинами (IL) или рецепторами интерлейкина (ILR) 

(например, IL4R, IL17A, IL12/IL23 или IL-5), полученных из анти-IL или анти-ILR, указанных для лече-

ния одного или более аутоиммунных заболеваний, таких как атопический дерматит, псориаз (например, 

бляшечный псориаз, пустулезный псориаз и эритродермический псориаз), артрит (например, псориати-

ческий артрит и алкилирующий спондилит), болезнь Крона или астма (далее совместно именуемые "за-

явленные AI-D"). Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется амино-

кислотной последовательностью дупилумаба, иксекизумаба, секукинумаба, устекинумаба или меполизу-

маба или антигенсвязывающего фрагмента одного из указанных выше. Аминокислотные последователь-

ности Fab-фрагментов этих антител представлены на фиг. 3А-3Е, соответственно. Доставка может быть 

осуществлена с помощью генной терапии -например, путем введения вирусного вектора или другой экс-

прессирующей ДНК конструкции, кодирующей IL/ILR-связывающее HuPTM mAb (или его антигенсвя-

зывающий фрагмент и/или гипергликозилированное производное или другое его производное) пациен-

там (субъектам-людям) с диагнозом или наличием одного или более симптомов атопического дерматита, 

псориаза (например, бляшечного псориаза), артрита (например, псориатического артрита и алкилирую-

щего спондилита), болезни Крона или астмы, для создания постоянного депо, которое непрерывно снаб-

жает человеческим РТМ, например, гликозилированным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с IL/ILR, 

который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, связывающегося с IL/ILR, такой как дупилумаб, 

иксекизумаб, секукинумаб, устекинумаб, меполизумаб или их варианты, как подробно описано в на-

стоящем документе. Трансген может также кодировать анти-IL/ILR антигенсвязывающий фрагмент, ко-

торый содержит дополнительные сайты гликозилирования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL4R антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

дупилумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 7 и 8, соответственно, см. табл. 

4 ифиг. 3А). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные 

для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 107 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи дупилумаба) и SEQ ID NO: 108 (кодирующие Fab-

часть легкой цепи дупилумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей со-

держат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секре-

ции в клетках человека, в частности, в клетках печени человека (например, гепатоцитах) или мышечных 

клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последова-

тельностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последова-

тельность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сиг-

нальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секрети-

руемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 7 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевого тирозина (Y), содержащей всю или 

часть аминокислотной последовательности GPPCPPCPAPEFLGG (SEQ ID NO: 231) и, в частности, 

GPPCPPCPA (SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGGPSVFL (SEQ ID NO: 230), как показано на фиг. 

3А. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ 

ID NO: 7 кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL4R антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL4R фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую ами-

нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 8. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL4R антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL4R фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 7. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL4R антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 



047128 

- 53 - 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

8, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последова-

тельности, представленной в SEQ ID NO: 7. Согласно конкретным вариантам осуществления связываю-

щий антиген IL4R фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 7 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, встав-

ками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных облас-

тях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 3А) или представляют 

собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного или более 

других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Согласно кон-

кретным вариантам осуществления связывающий антиген IL4R фрагмент содержит легкую цепь, содер-

жащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 8 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 

или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции пред-

почтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые под-

черкнуты на фиг. 3А) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом поло-

жении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано вырав-

ниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL4R антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab дупилумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 7 и 8, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T120N (тяжелая 

цепь), Q165N или Q165S (легкая цепь) и/или E200N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL4R антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR дупилумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 3А, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к IL4R или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

иксекизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 9 и 10, соответственно, см. 

табл. 4 ифиг. 3В). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизирован-

ные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 109 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи иксекизумаба) и SEQ ID NO: 110 (кодирующие 

Fab-часть легкой цепи иксекизумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей 

содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и сек-

реции в клетках человека, в частности в клетках печени человека (например, гепатоцитах) или мышеч-

ных клетках. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последователь-

ностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последователь-

ность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигналь-

ных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируе-

мым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельного домена тяжелой и легкой цепи трансгены мо-

гут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть шар-

нирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 9 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого тирозина (Y), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности GPPCPPCPAPEFLGG (SEQ ID NO: 231) и, в частности, 

GPPCPPCPA (SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGGPSVFL (SEQ ID NO: 230), как показано на фиг. 

3В. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ 

ID NO: 9 кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL17A фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 10. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL17A фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 9. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL17A фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 
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аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 10, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 

на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична после-

довательности, представленной в SEQ ID NO: 9. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген IL17A фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 9 с 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными замена-

ми, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркас-

ных областях (т.е. в тех областях, которые находятся за пределами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 

3В) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой 

цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 

11А. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген IL17A фрагмент содержит 

легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 10 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки 

или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, 

которые подчеркнуты на фиг. 3В) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в 

этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показа-

но выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab иксекизумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 9 и 10, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L114N (тяжелая 

цепь), Q165N или Q165S (легкая цепь) и/или E200N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR иксекизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доме-

нов тяжелой и легкой цепей на фиг. 3В, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к IL17A или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

секукинумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 11 и 12, соответственно, см. 

табл. 4 ифиг. 3С). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизирован-

ные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 111 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи секукинумаба) и SEQ ID NO: 112 (кодирующие 

Fab-часть легкой цепи секукинумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей 

содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и сек-

реции в клетках человека, в частности в клетках печени человека (например, гепатоцитах) или мышеч-

ных клетках. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последователь-

ностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последователь-

ность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигналь-

ных последовательностей, указанных в табл. 2 или 3, которые соответствуют секретируемым белкам 

миоцитов или гепатоцитов, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельного домена тяжелой и легкой цепи трансгены мо-

гут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть шар-

нирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 11 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержащей всю 

или часть аминокислотной последовательности KTHT CPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) и, в 

частности, KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225),  

KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или  

KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 3С. Эти шарнирные области мо-

гут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 11 кодирующими шар-

нирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL17A фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 12. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL17A фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 
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92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 11. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

12, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 11. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген IL17A фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 11 с 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся за пределами CDR, которые подчеркнуты на 

фиг. 3С) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяже-

лой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на 

фиг. 11А. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген IL17A фрагмент со-

держит легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 12 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, 

вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за преде-

лами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 3С) или представляют собой замены на аминокислоту, присут-

ствующую в этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, напри-

мер, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab секукинумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 11 и 12, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L122N (тяжелая 

цепь), Q161N или Q161S (легкая цепь) и/или E196N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL17A антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR секукинумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доме-

нов тяжелой и легкой цепей на фиг. 3С, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к IL/ILR или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-12/IL-23 антигенсвязывающе-

го фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-

части устекинумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 13 и 14, соответствен-

но, см. табл. 4 и фиг. 3D). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптими-

зированные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последова-

тельности SEQ ID NO: 113 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи устекинумаба) и SEQ ID NO: 114 (ко-

дирующие Fab-часть легкой цепи устекинумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и 

легкой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экс-

прессии и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени человека (например, гепатоцитах) 

или мышечных клетках. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной по-

следовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная после-

довательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из 

сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секре-

тируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 13 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержа-

щей всю или часть аминокислотной последовательности KTHT CPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 

227) и, в частности, KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), 

KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или  

KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 3D. Эти шарнирные области мо-

гут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 13 кодирующими шар-

нирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL12/IL23 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген IL/ILR фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 
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NO: 14. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL12/IL23 антигенсвязываю-

щего фрагмента кодирует связывающий антиген IL12/IL23 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содер-

жащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной 

в SEQ ID NO: 13. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL12/IL23 антиген-

связывающего фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержа-

щую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в 

SEQ ID NO: 14, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей 

мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична 

последовательности, представленной в SEQ ID NO: 13. Согласно конкретным вариантам осуществления 

связывающий антиген IL12/IL23 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную по-

следовательность SEQ ID NO: 13 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными 

заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в 

каркасных областях (т.е. тех областях вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 3D) или представляют со-

бой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного или более дру-

гих терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Согласно конкретным 

вариантам осуществления связывающий антиген IL12/IL23 фрагмент содержит легкую цепь, содержа-

щую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 14 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 13, 14, 15 или 

более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочти-

тельно выполняются в каркасных областях (т.е. тех областях вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 3D), 

или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в легкой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL12/IL23 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab устекинумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 13 и 14, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L114N (тяжелая 

цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL12/IL23 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR устекинумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доме-

нов тяжелой и легкой цепи на фиг. 3D, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к IL12/IL23 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-5 антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части ме-

полизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 15 и 16, соответственно, см. 

табл. 4 ифиг. 3Е). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизирован-

ные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 115 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи меполизумаба) и SEQ ID NO: 116 (кодирующие 

Fab-часть легкой цепи меполизумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей 

содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и сек-

реции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мышечных клетках 

человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательно-

стью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность 

может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных 

последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым 

миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 15 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержа-

щей всю или часть аминокислотной последовательности KTHT CPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 

227) и, в частности, KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), 

KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или  

KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 3Е. Эти шарнирные области мо-

гут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 15 кодирующими шар-

нирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-5 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген IL-5 фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-
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лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

16. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-5 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген IL-5 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую амино-

кислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

15. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-5 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислот-

ную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 16, и 

тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последова-

тельности, представленной в SEQ ID NO: 15. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген IL-5 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 15 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 3Е) или пред-

ставляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Соглас-

но конкретным вариантам осуществления связывающий антиген IL-5 фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 16 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 13, 

14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции 

предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 3Е) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом по-

ложении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано вы-

равниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-5 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует гипергликозилированный Fab меполизумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь 

SEQ ID NO: 15 и 16, соответственно, с одной или более из следующих мутации: T114N (тяжелая цепь), 

Q166N или Q166S (легкая цепь) и/или E201N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая 

цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-IL-5 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, коди-

рующие шесть CDR меполизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доменов 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 3Е, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к IL-5 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от одного или более заявленных AI-D путем вве-

дения вирусного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к IL/ILR или его антигенсвязы-

вающий фрагмент. Антитело может представлять собой дупилумаб, иксекизумаб, секукинумаб, устеки-

нумаб или меполизумаб и предпочтительно представляет собой его Fab-фрагмент или другой его анти-

генсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у пациента были диагностированы и/или 

имеются симптомы, связанные с одним или более из заявленных AI-D. Рекомбинантные векторы, ис-

пользуемые для доставки трансгена, описаны в разделе 5.4.2. Такие векторы должны обладать тропизмом 

к клеткам печени или мышц человека и могут включать в себя не реплицирующиеся rAAV, особенно те, 

которые несут капсид AAV8 или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как показанные на фиг. 3А-3Е, 

можно вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор поступал в печень или мышечную 

ткань, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в кровоток (или согласно альтерна-

тивному варианту осуществления в кровоток печени, например через печеночную артерию). См. раздел 

5.5.2 для получения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым вводят такую генную терапию, могут быть те, кто реагирует на анти-IL/ILR 

терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациентов, у 

которых было диагностировано одно или более из заявленных AI-D или у которых есть один или более 

симптомов, связанных с ними, и которые идентифицированы как чувствительные к лечению антителом к 

IL/ILR или считаются хорошими кандидатами для терапии антителом к IL/ILR. Согласно конкретным 

вариантам осуществления пациенты ранее подвергались лечению дупилумабом, иксекизумабом, секуки-

нумабом, устекинумабом или меполизумабом, и было обнаружено, что они чувствительны к дупилума-

бу, иксекизумабу, секукинумабу, устекинумабу или меполизумабу. Для определения чувствительности 

трансгенный продукт антитела к IL/ILR или антигенсвязывающего фрагмента (например, производимый 

в культуре клеток человека, биореакторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 
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Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к IL/ILR или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологиче-

ски улучшенной" молекулы для лечения одного или более заявленных AI-D, осуществляемого с помо-

щью генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК 

конструкции, кодирующей анти-IL/ILR HuPTM Fab, подкожно, внутримышечно или внутривенно субъ-

ектам-людям (пациентам) с диагнозом или наличием одного или более симптомов одного или более из 

заявленных AI-D, для создания постоянного депо в печени или мышечной ткани, которое непрерывно 

поставляет полностью человеческий посттрансляционно модифицированный, например, гликозилиро-

ванный человеком, сульфатированный трансгенный продукт, производимый трансдуцированными клет-

ками печени или мышц. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к IL/ILR или анти-IL/ILR HuPTM Fab должна включать в себя 

сигнальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликози-

лирование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками печени или мышц. Например, сиг-

нальная последовательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). 

Альтернативно, сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последова-

тельностью, выбранной из любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, 

которые соответствуют белкам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к IL/ILR 

или HuPTM Fab могут быть получены в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом одного или более заявленных AI-D или для которых 

терапия для одного или более из заявленных AI-D считается подходящей. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к IL4R или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепи дупилумаба, как показано на фиг. 3А (с неконсенсусными сайтами гликозилирования 

по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выде-

ленными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризует-

ся гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным поло-

жениям N77, N167 и/или Q117 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 7) или Q105, N163 и/или N215 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 8). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с 

последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи дупилумаба содержит группу суль-

фатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 7) и/или Y91 и/или Y92 легкой цепи (SEQ ID 

NO: 8). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к IL4R или его антигенсвязывающий 

фрагмент не содержат каких-либо обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-либо 

обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к IL17A или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепи иксекизумаба, как показано на фиг. 3В (с неконсенсусными сайтами гликозили-

рования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям Q111, N161 и/или N203 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 9) или Q105, N163 и/или N215 легкой 

цепи (SEQ ID NO: 10). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий 

фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи иксекизумаба содержит 

группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 9) и/или Y91 и/или Y92 легкой це-

пи (SEQ ID NO: 10). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к IL17A или его антиген-

связывающий фрагмент не содержат никаких обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат 

каких-либо обнаруживаемых фрагментов α-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к IL17A или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепи секукинумаба, как показано на фиг. 3С (с неконсенсусными сайтами гликозили-

рования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям N169 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 11) или Q101, N159 и/или N211 легкой цепи (SEQ ID NO: 

12). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с последова-

тельностями вариабельных доменов тяжелой и легкой цепи секукинумаба содержит группу сульфатиро-

вания в Y94 и/или Y95, и/или Y107, и/или Y108 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 11) и/или Y 87 и/или Y88 

легкой цепи (SEQ ID NO: 12). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к IL17A или его 

антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат об-

наруживаемых фрагментов α-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к IL12/IL23 или его антигенсвязы-
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вающий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-

частей тяжелой и легкой цепей устекинумаба, как показано на фиг. 3D (с неконсенсусными сайтами гли-

козилирования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глута-

мину (Q), выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), 

характеризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокис-

лотным положениям Q111 и/или N161 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 13) или Q100, N158 и/или N210 легкой 

цепи (SEQ ID NO: 14). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий 

фрагмент с последовательностями вариабельных доменов тяжелой и легкой цепи устекинумаба содержит 

группу сульфатирования в Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 14). Согласно другим вариантам 

осуществления HuPTM mAb к IL12/IL23 или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаружи-

ваемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживаемых фрагментов а-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к IL-5 или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями частей Fab тяже-

лой и легкой цепи меполизумаба, как показано на фиг. 3Е (с неконсенсусными сайтами гликозилирова-

ния по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), вы-

деленными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризу-

ется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным по-

ложениям N76 и/или N161 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 15) или N22, N34, N164 и/или N216 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 16). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

с последовательностями вариабельных доменов тяжелой и легкой цепи меполизумаба содержит группу 

сульфатирования в Y93 и/или Y94 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 15) и/или Y92 и/или Y93 легкой цепи (SEQ 

ID NO: 16). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к IL-5 или его антигенсвязываю-

щий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживаемых 

фрагментов альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически 

эффективным и по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% 2,6-сиалилирован и/или сульфатирован и может 

быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

лечения представленной в настоящем документе генной терапией заключается в том, чтобы замедлить 

или остановить прогрессирование AI-D субъекта. 

Эффективность может контролироваться путем оценки симптомов или степени воспаления в пора-

женной ткани или области организма, например, таких как кожа, толстая кишка или суставы. Например, 

что касается CD, эффективность можно контролировать, оценивая индекс активности болезни Крона 

[CDAI] в течение курса лечения (например, см. Best WR et al. (1976) Gastroenterology 70(3):439-44, "De-

velopment of a Crohn's disease activity index. National Cooperative Crohn's Disease Study."). Что касается 

псориаза и атопического дерматита, эффективность можно контролировать, оценивая изменения в пора-

женной коже или в качестве жизни пациента в течение курса лечения. Для оценки изменений можно ис-

пользовать одну или более стандартизированных оценок. (См., например, публикацию Feldman & Krue-

ger, (2005) Ann. Rheum. Dis. 64(Suppl II):ii65-ii68: "Psoriasis assessment tools in clinical trials", в которой 

описаны стандартизированные оценки, включая в себя Индекс площади и тяжести псориаза (PASI), об-

щую оценку врача (PGA), решетчатую систему, показатель псориаза NPF (NPF-PS), краткую оценку со-

стояния здоровья по 36 пунктам на основании исследования течения заболевания (SF-36), Euro QoL, ин-

декс качества жизни при дерматологических заболеваниях (DLQI) и Skindex; публикацию Schram et al. 

(2012) Allergy; 67: 99-106: "EASI, (objective) SCORAD and POEM for atopic eczema: responsiveness and 

minimal clinically important difference", в которой описаны стандартизированные оценки, включая в себя 

Индекс площади поражения и степени тяжести экземы (EASI) и Индекс степени тяжести атопического 

дерматита (SCORAD)). Что касается артрита, эффективность можно контролировать, оценивая одну или 

более активностей заболевания, уровень функции пациента или степень структурного повреждения сус-

тавов пациента (например, см. публикацию Zockling & Braun (2005) Clin. Exp. Rheumatol 23 (Suppl. 39) 

S133-S141: "Assessment of ankylosing spondylitis", в которой описана стандартизированная оценка анки-

лозирующего спондилита, см. также публикацию Coates et al. (2011) J. Rheumatol. 38(7): 1496-1501: "De-

velopment of a disease severity and responder index for psoriatic arthritis (PsA)-report of the OMERACT 10 

PsA special interest group", в которой описаны стандартизированные оценки псориатического артрита). 

Комбинации доставки HuPTM mAb к IL/ILR или его антигенсвязывающего фрагмента в печень или 

мышцу, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются способами, 

представленными в настоящем документе. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, од-

новременно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения заявленных AI-D, которые 

можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без 

ограничения, фототерапию псориаза, аминосалицилаты, иммуномодулирующие средства (например, аза-

тиоприн (AZA), 6-меркаптопурин (6-МР), метотрексат (МТХ)), пероральные или местные кортикосте-

роиды (например, преднизон или будесонид), местные ингибиторы кальциневрина, ингаляционные кор-

тикостероиды для лечения астмы и/или антибиотики для лечения болезни Крона и введение анти-IL/ILR 

средств, включая в себя, без ограничения, дупилумаб, иксекизумаб, секукинумаб, устекинумаб или ме-
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полизумаб. 

5.3.5. HuPTM конструкции и составы к интегрину при IBD или рассеянном склерозе 

Описаны композиции и способы доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, та-

ких как HuPTM Fab, которые связываются с интегрином (например, интегрином α4 или α4β7), получен-

ным из анти-α4 интегрина или анти-α4β7 интегрина, и показаны для лечения воспалительных заболева-

ний кишечника (IBD), таких как язвенный колит (UC) или болезнь Крона (CD), и рассеянного склероза 

(MS). Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокислотной 

последовательностью ведолизумаба, натализумаба или антигенсвязывающего фрагмента одного из ука-

занных выше. Аминокислотные последовательности Fab-фрагментов ведолизумаба и натализумаба пред-

ставлены на фиг. 4А и 4В, соответственно. Доставка может быть осуществлена посредством генной тера-

пии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, коди-

рующей интегрин-связывающее HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент и/или гиперглико-

зилированное производное или другое его производное) пациентам (субъектам-людям) с диагнозом или 

наличием одного или более симптомов IBD или MS, для создания постоянного депо, которое непрерывно 

снабжает человеческим РТМ, например, гликозилированным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с интегри-

ном, который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с интегрином, такого как 

ведолизумаб, натализумаб или их варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген 

может также кодировать анти-интегрин антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополни-

тельные сайты гликозилирования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

ведолизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 17 и 18, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 4А). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 117 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи ведолизумаба) и SEQ ID NO: 118 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи ведолизумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и лег-

кой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экс-

прессии и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени человека (например, гепатоцитах) 

или мышечных клетках. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной по-

следовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная после-

довательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из 

сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секре-

тируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 17 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или 

часть аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELAGA (SEQ ID NO: 236) и, в частности, 

KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA 

(SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELAGAPSVFL (SEQ ID NO: 237) или KTHLCPPCPAPELAGAPSVFL 

(SEQ ID NO: 238), как показано на фиг. 4А. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными 

последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 117 кодирующими шарнирные области последовательно-

стями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген интегрин фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 18. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающе-

го фрагмента кодирует связывающий антиген интегрин фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержа-

щую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в 

SEQ ID NO: 17. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвя-

зывающего фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 
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NO: 18, и тяжелую цепь содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или на 99% идентична после-

довательности, представленной в SEQ ID NO: 17. Согласно конкретным вариантам осуществления свя-

зывающий антиген интегрин фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последо-

вательность SEQ ID NO: 17 с 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 4А) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген интегрин фрагмент содержит лег-

кую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 18 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или 

делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, 

которые подчеркнуты на фиг. 4А) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в 

этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показа-

но выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab ведолизумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 17 и 18, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L116N (тяжелая 

цепь), Q165N или Q165S (легкая цепь) и/или E200N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR ведолизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного доме-

на тяжелой и легкой цепи на фиг. 4А, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к интегрину или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

натализумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 19 и 20, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 4В). Нуклеотидные последовательности могут представлять кодоны, оптимизированные 

для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 119 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи натализумаба) и SEQ ID NO: 120 (кодирующие 

Fab-часть легкой цепи натализумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей 

содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и сек-

реции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мышечных клетках 

человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательно-

стью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность 

может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных 

последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым 

миоцитами или гепатоцитами, соответственно. Альтернативно, особенно для лечения MS, тяжелая и лег-

кая цепи содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрес-

сии и секреции в клетках ЦНС человека, например, любую из сигнальных последовательностей, указан-

ных в табл. 1. 

В дополнение к последовательностям вариабельного домена тяжелой и легкой цепи трансгены мо-

гут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть шар-

нирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 19 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности GPPCPPCPAPEFLGG (SEQ ID NO: 231) и, в частности, 

GPPCPPCPA (SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGGPSVFL (SEQ ID NO: 230), как показано на  

фиг. 4В. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце 

SEQ ID NO: 119 кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген интегрин фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 20. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающе-

го фрагмента кодирует связывающий антиген интегрин фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержа-

щую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в 
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SEQ ID NO: 19. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвя-

зывающего фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 20, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере 

на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или на 99% идентична по-

следовательности, представленной в SEQ ID NO: 19. Согласно конкретным вариантам осуществления 

связывающий антиген интегрин фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную по-

следовательность SEQ ID NO: 19 с 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными 

заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в 

каркасных областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 4В) 

или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи 

одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. 

Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген интегрин фрагмент содержит 

легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 20 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки 

или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 4В) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab натализумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 19 и 20, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L118N (тяжелая 

цепь), Q159N или Q159S (легкая цепь) и/или E194N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-интегрин антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR натализумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного доме-

на тяжелой и легкой цепи на фиг. 4В, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к интегрину или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены векторы AAV, содержащие вирус-

ный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида 

AAV8 (SEQ ID NO: 78), капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79) или капсида AANrh10 (SEQ ID NO: 80); и ис-

кусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную инвертированными конце-

выми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к 

интегрину или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуля-

торными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени или 

мышц человека. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения людей с IBD или MS путем введения вирусного вектора, содержа-

щего трансген, кодирующий антитело к интегрину или его антигенсвязывающий фрагмент. Антитело 

может представлять собой ведолизумаб или натализумаб и предпочтительно представляет собой его Fab-

фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у пациен-

та были диагностированы и/или имеются симптомы, связанные с IBD, такие как UC или CD, или MS. 

Согласно конкретным вариантам осуществления IBD может быть умеренно или сильно активным. Ре-

комбинантный вектор, используемый для доставки трансгена, описан в Разделах 5.4.1 и 5.4.2. Согласно 

некоторым вариантам осуществления такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам печени че-

ловека и могут включать в себя нереплицирующийся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 

или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как показанные на фиг. 4А и 4В, могут быть введены любым 

способом, так что рекомбинантный вектор попадает в печень или мышечную ткань, предпочтительно 

путем введения рекомбинантного вектора в кровоток. См. 5.5.2 для деталей относительно способов лече-

ния. Согласно другим вариантам осуществления такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам 

ЦНС человека и могут включать в себя нереплицирующийся rAAV, особенно те, которые несут капсид 

AAV9, AAVrh10, AAVrh20, AAVrh39 или AAVcy5. Рекомбинантный вектор, такой как показан на фиг. 

4В, может быть введен любым способом, так что рекомбинантный вектор входит в ЦНС, предпочтитель-

но путем введения рекомбинантного вектора в спинномозговую жидкость (CSF). См. раздел 5.5.1 для 

получения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто реагирует на анти-

интегрин терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение паци-

ентов, у которых диагностирован IBD, MS или у которых один или более симптомов связаны с ними и 
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которые определены как отвечающие на лечение антителом к интегрину или считаются хорошими кан-

дидатами для терапии антителом к интегрину. Согласно конкретным вариантам осуществления пациен-

тов ранее подвергали лечению ведолизумабом и/или натализумабом, и было обнаружено, что они отве-

чают на ведолизумаб или натализумаб. Для определения чувствительности трансгенный продукт антите-

ла к интегрину или антигенсвязывающий фрагмент (например, производимый в культуре клеток, биоре-

акторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb или HuPTM Fab к интегрину должно приводить к получению "биологи-

чески улучшенной" молекулы для лечения IBD или MS, осуществляемой с помощью генной терапии - 

например, путем введения вирусного вектора или другой конструкции экспрессии ДНК, кодирующей 

HuPTM Fab к интегрину, подкожно, внутримышечно или внутривенно субъектам-людям (пациентам), 

которым поставлен диагноз или имеется один или более симптомов IBD или MS, для создания постоян-

ного депо в печени, мышцах или ткани ЦНС, которое непрерывно снабжает полностью человеческим 

посттрансляционно модифицированным, таким как гликозилированным человеком, сульфатированным 

трансгенным продуктом, производимым трансдуцированными клетками печени, мышц или ЦНС. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к интегрину или анти-интегрин HuPTM Fab должна включать в 

себя сигнальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг 

(гликозилирование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками печени или мышц. Напри-

мер, сигнальная последовательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID 

NO: 161). Альтернативно, согласно некоторым вариантам осуществления сигнальная последовательность 

может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных 

последовательностей, указанных в табл. 1, 2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым клет-

ками ЦНС, миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к интегрину 

или HuPTM Fab могут быть получены в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и введены пациентам с диагнозом IBD или MS, или для которых терапия для IBD или MS 

считается подходящей. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к интегрину или его антигенсвязы-

вающий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-

частей тяжелой и легкой цепей ведолизумаба, как показано на фиг. 4А (с неконсенсусными сайтами гли-

козилирования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глута-

мину (Q), выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), 

характеризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокис-

лотным положениям Q113 и/или N163 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 17) или Q105 и/или N163 и/или N215 

легкой цепи (SEQ ID NO: 18). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязываю-

щий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи ведолизумаба со-

держит группу сульфатирования в Y94, Y95 и/или Y106 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 17) и/или Y91 и/или 

Y92 легкой цепи (SEQ ID NO: 18). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к интегрину 

или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не со-

держат обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к интегрину или его антигенсвязы-

вающий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-

частей тяжелой и легкой цепей натализумаба, как показано на фиг. 4В (с неконсенсусными сайтами гли-

козилирования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глута-

мину (Q), выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), 

характеризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокис-

лотным положениям Q115, N165 и/или N207 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 19) или Q99, N157 и/или N209 

легкой цепи (SEQ ID NO: 20). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязываю-

щий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи натализумаба со-

держит группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 19) и/или Y86 и/или Y87 

легкой цепи (SEQ ID NO: 20). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к интегрину или 

его антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат 

обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически 

эффективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может 

быть по меньшей мере на 5, 10 или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

лечения представленной в настоящем документе генной терапией заключается в том, чтобы замедлить 

или остановить прогрессирование IBD или MS, в частности уменьшение боли и дискомфорта для паци-

ента и/или в случае MS, улучшение подвижности. Эффективность может контролироваться путем оцен-

ки симптомов или степени воспаления в пораженной ткани. Например, что касается UC, эффективность 

можно контролировать, оценивая по шкале Мейо и показателю по эндоскопической части шкалы Мейо в 

течение курса лечения (например, см. публикацию Lobaton et al. (2015) J. Crohns Colitis. 2015 
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Oct;9(10):846-52, "The Modified Mayo Endoscopic Score (MMES): A New Index for the Assessment of Exten-

sion and Severity of Endoscopic Activity in Ulcerative Colitis Patients."). Что касается CD, эффективность 

можно контролировать, оценивая индекс активности болезни Крона [CDAI] в течение курса лечения (на-

пример, см. Best WR et al. (1976) Gastroenterology, Mar;70(3):439-44, "Development of a Crohn's disease 

activity index. National Cooperative Crohn's Disease Study."). Например, что касается MS, эффективность 

можно контролировать, оценивая частоту рецидивов (например, годовой показатель рецидивов), статус 

физической инвалидности (например, степень инвалидизации по расширенной шкале инвалидности Кур-

тцке (EDSS)) и биологические маркеры, включая в себя сканирование головного мозга с использованием 

МРТ (например, оценка Т1-взвешенных контрастируемых гадолинием (Gd) поражений и Т2-

гиперинтенсивных поражений с помощью магнитно-резонансной томографии). 

Комбинации доставки HuPTM mAb к интегрину или его антигенсвязывающего фрагмента в ЦНС, 

печень или мышцы, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются 

представленными в настоящем документе способами. Дополнительные способы лечения могут назна-

чаться до, одновременно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения IBD, которые 

можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без 

ограничения, аминосалицилаты, кортикостероиды и иммуномодуляторы (например, азатиоприн, 6-

меркаптопурин и/или метотрексат) и введение с антиинтегриновыми средствами, включая в себя, без 

ограничения, ведолизумаб или натализумаб. Доступные способы лечения рассеянного склероза, которые 

можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без 

ограничения, интерферон бета, интерферон бета 1а, глатирамера ацетат, циклофосфамид, кортикосте-

роиды, иммуномодуляторы (например, азатиоприн, 6-меркаптопурин и/или метотрексат), и митоксан-

трон и введение с антиинтегриновыми средствами, включая в себя, без ограничения, натализумаб. 

5.3.6. HuPTM mAb к PCSK9 и к ANGPTL3 

Описаны композиции и способы доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, та-

ких как HuPTM Fab, которые связываются с пропротеинконвертазой субтилизин/кексинового типа 9 

(PCSK9), полученной из анти-PCSK9 или ангиопоэтин-подобного 3 (ANGPTL3), показанных для лечения 

гетерозиготной семейной гиперхолестеринемии (HeFH), гомозиготной семейной гиперхолестеринемии 

(HoFH) или атеросклеротического сердечно-сосудистого заболевания (ACD), снижения уровня холесте-

рина липопротеинов низкой плотности (LDL-C), уровней триглицеридов (TG) и/или общего холестерина 

и/или уменьшение или замедление образования атеросклеротических бляшек. Согласно конкретным ва-

риантам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокислотной последовательностью алироку-

маба, эволокумаба, эвинакумаба или антигенсвязывающего фрагмента одного из указанных выше. Ами-

нокислотные последовательности Fab-фрагментов алирокумаба, эволокумаба и эвинакумаба представле-

ны на фиг. 5А-5С, соответственно. Доставка может быть осуществлена с помощью генной терапии - на-

пример, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирую-

щей связывающий PCSK9 или HuPTM mAb к ANGPTL3 (или антигенсвязывающий фрагмент и/или ги-

пергликозилированное производное или другое его производное) пациентам (субъектам-людям) с диаг-

нозом или наличием одного или более симптомов HeFH, HoFH или ACD; аномально высокими уровнями 

LDL-C, TG и/или ТС или аномальной атеросклеротической бляшки, чтобы создать постоянное депо, ко-

торое непрерывно снабжает человеческим РТМ, например, гликозилированным человеком, трансгенным 

продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с PCSK9 

или ANGPTL3, который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента 

пациенту. Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последова-

тельности, кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с PCSK9 или 

ANGPTL3, такого как алирокумаб, эволокумаб, эвинакумаб или их варианты, как подробно описано в 

настоящем документе. Трансген может также кодировать анти-PCSK9 или анти-ANGPTLS антигенсвя-

зывающий фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликозилирования (например, см. Cour-

tois et al.). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

алирокумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 21 и 22, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 5А). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 121 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи алирокумаба) и SEQ ID NO: 122 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи алирокумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и лег-

кой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экс-

прессии и секреции в клетках человека, в частности, в клетках печени человека (например, гепатоцитах) 

или мышечных клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокис-

лотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигналь-
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ная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из 

любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют бел-

кам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-PCSK9 антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 21 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержащей всю 

или часть аминокислотной последовательность KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, 

KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA 

(SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL 

(SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 5А. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными 

последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 21 кодирующими шарнирные области последовательно-

стями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген PCSK9 фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 22. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген PCSK9 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 21. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

22, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 21. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген PCSK9 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 21 с 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся за пределами CDR, которые подчеркнуты на 

фиг. 5А) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяже-

лой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на 

фиг. 11А. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген PCSK9 фрагмент со-

держит легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 22 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, 

вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за преде-

лами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 5 А) или представляют собой замены на аминокислоту, присут-

ствующую в этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, напри-

мер, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab алирокумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 21 и 22, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L113N (тяжелая 

цепь), Q166N или Q166S (легкая цепь) и/или E201N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR алирокумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доме-

нов тяжелой и легкой цепи на фиг. 5А, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к PCSK9 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

эволокумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 23 и 24, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 5В). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 123 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи эволокумаба) и SEQ ID NO: 124 (кодирую-

щие Fab-часть легкой цепи эволокумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой 

цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии 
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и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мышечных 

клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последова-

тельностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последова-

тельность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сиг-

нальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секрети-

руемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-PCSK9 антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 23 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевой глутаминовой кислоты (Е), содержащей всю 

или часть аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, 

KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA 

(SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL 

(SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 5В. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными 

последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 23 кодирующими шарнирные области последовательно-

стями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген PCSK9 фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 24. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген PCSK9 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 23. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

24, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 23. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген PCSK9 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 23 с 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся за пределами CDR, которые подчеркнуты на 

фиг. 5В) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяже-

лой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на 

фиг. 11А. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген PCSK9 фрагмент со-

держит легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 24 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, 

вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за преде-

лами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 5В) или представляют собой замены на аминокислоту, присут-

ствующую в этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, напри-

мер, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab эволокумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 23 и 24, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T110N (тяжелая 

цепь) и/или Q197N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PCSK9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR эволокумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доме-

нов тяжелой и легкой цепи на фиг. 5В, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к PCSK9 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ANGPTL3 антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие вариабельные домены тяжелой и 

легкой цепей эвинакумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 25 и 26, соответ-

ственно, см. табл. 4 и фиг. 5С). Они могут быть слиты с константным доменом С1 тяжелой цепи и/или 

константным доменом легкой цепи с образованием фрагмента Fab. Нуклеотидные последовательности 

могут представлять собой кодоны, оптимизированные для экспрессии в клетках человека, и могут, на-
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пример, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID NO: 25 (кодирующие вариабельный домен 

тяжелой цепи эвинакумаба) и SEQ ID NO: 26 (кодирующие вариабельный домен легкой цепи эвинакума-

ба), как представлено в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей содержат сигнальную или 

лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в клетках человека, в 

частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мышечных клетках человека. Сигнальная по-

следовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью  

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно сигнальная последовательность может 

характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных последо-

вательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым миоцита-

ми или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности тяжелой цепи всю или часть шарнирной области. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления анти-ANGPTL3 антигенсвязывающий домен содержит 

вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 25 с дополнительной последовательностью шарнирной 

области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержащей всю или часть ами-

нокислотной последовательности KTHT CPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) и, в частности, 

KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA 

(SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL 

(SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 5С. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными 

последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 25 кодирующими шарнирные области последовательно-

стями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ANGPTL3 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген ANGPTL3 фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 26. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ANGPTL3 антигенсвязываю-

щего фрагмента кодирует связывающий антиген ANGPTL3 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, со-

держащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 

90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной 

в SEQ ID NO: 25. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ANGPTL3 антиген-

связывающего фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержа-

щую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 

91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в 

SEQ ID NO: 26, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей 

мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или на 99% идентич-

на последовательности, представленной в SEQ ID NO: 25. Согласно конкретным вариантам осуществле-

ния связывающий антиген ANGPTL3 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную 

последовательность SEQ ID NO: 25 с 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислот-

ными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняют-

ся в каркасных областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 

5С) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой 

цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 

11А. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген ANGPTL3 фрагмент содер-

жит легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 26 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, 

вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, 

которые подчеркнуты на фиг. 5С) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в 

этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показа-

но выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ANGPTL3 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab эвинакумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 25 и 26, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: M121N (тяжелая 

цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ANGPTL3 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR эвинакумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доме-

нов тяжелой и легкой цепей на фиг. 5С, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к ANGPTL3 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 
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Представлены способы лечения субъектов от HeFH, HoFH или ADC путем введения вирусного век-

тора, содержащего трансген, кодирующий mAb к PCSK9 или к ANGPTL3 или его антигенсвязывающий 

фрагмент. Антитело может представлять собой алирокумаб, эволокумаб или эвинакумаб и предпочти-

тельно представляет собой его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно 

вариантам осуществления у пациента было диагностировано заболевание HeFH, HoFH или ADC и/или у 

него имеются симптомы, связанные с HeFH, HoFH или ADC. Рекомбинантные векторы, используемые 

для доставки трансгена, описаны в разделе 5.4.2. Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам 

печени или мышц человека и могут включать в себя нереплицирующиеся rAAV, особенно те, которые 

несут капсид AAV8 или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как показанные на фиг. 5А-5С, можно 

вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор попадал в печень или мышечную ткань, 

предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в кровоток. См. Раздел 5.5.2 для получения 

подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым вводят такую генную терапию, могут быть те, кто реагирует на анти-PCSK9 

или анти-ANGPTL3 терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы предусматрива-

ют лечение пациентов, у которых был диагностирован HeFH, HoFH или ADC или у которых один или 

более симптомов связаны с ними и которые определены как отвечающие на лечение антителом к PCSK9 

или к ANGPTL3, или считаются хорошими кандидатами на терапию антителом к PCSK9 или к 

ANGPTL3. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее подвергались лечению али-

рокумабом, эволокумабом или эвинакумабом, и было обнаружено, что они чувствительны к алирокума-

бу, эволокумабу или эвинакумабу. Для определения чувствительности трансгенный продукт антитела к 

PCSK9 или к ANGPTL3 или антигенсвязывающего фрагмента (например, производимый в культуре кле-

ток, биореакторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Получение HuPTM mAb к PCSK9 или к ANGPTL3 или HuPTM Fab должно приводить к получению 

"биологически улучшенной" молекулы для лечения HeFH, HoFH или ADC с помощью генной терапии - 

например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, коди-

рующей HuPTM Fab к PCSK9 или к ANGPTL3, подкожно, внутримышечно или внутривенно субъектам-

людям (пациентам) с диагнозом или наличием одного или более симптомов HeFH, HoFH или ADC, для 

создания постоянного депо в печени или мышечной ткани, которое непрерывно поставляет полностью 

человеческий посттрансляционно модифицированный, например, гликозилированный человеком, суль-

фатированный трансгенный продукт, производимый трансдуцированными клетками печени или мышц. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к PCSK9 или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепи алирокумаба, как показано на фиг. 5А (с неконсенсусными сайтами гликозилиро-

вания по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям N30, N59 и/или N160 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 21) или N22, N35, Q106, N164 и/или N216 

легкой цепи (SEQ ID NO: 22). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязываю-

щий фрагмент с последовательностями вариабельных доменов тяжелой и легкой цепи алирокумаба со-

держит группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 21) и/или Y92 и/или Y93 

легкой цепи (SEQ ID NO: 22). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к PCSK9 или его 

антигенсвязывающий фрагмент не содержит обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержит об-

наруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к PCSK9 или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепей эволокумаба, как показано на фиг. 5В (с неконсенсусными сайтами гликозили-

рования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям Q107 и/или N157, и/или N190, и/или N199 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 23), или N71 и/или 

N173 легкой цепи (SEQ ID NO: 24). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвя-

зывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи эволокумаба 

содержит группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 23) и/или Y88 и/или Y89 

легкой цепи (SEQ ID NO: 24). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к PCSK9 или его 

антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат об-

наруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к ANGPTL3 или его антигенсвязы-

вающий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-

частей тяжелой и легкой цепей эвинакумаба, как показано на фиг. 5С (с неконсенсусными сайтами гли-

козилирования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глута-

мину (Q), выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), 
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характеризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокис-

лотным положениям N77, Q118 и/или N168 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 25) или Q100, N158 и/или N210 

легкой цепи (SEQ ID NO: 26). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязываю-

щий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи эвинакумаба со-

держит группу сульфатирования в Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 25) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 26). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к PCSK9 или его антигенсвя-

зывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживае-

мых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно некоторым вариантам осуществления mAb HuPTM или Fab является терапевтически эф-

фективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может быть 

по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

представленного в настоящем документе лечения генной терапией заключается в том, чтобы замедлить 

или остановить прогрессирование HeFH, HoFH или ADC и/или снизить уровни липопротеина низкой 

плотности (LDL-C). Эффективность может контролироваться путем мониторинга уровней LDL-C. На-

пример, эффективность можно отслеживать, оценивая среднее процентное изменение LDL-C по сравне-

нию с исходным уровнем. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к PCSK9 или к ANGPTL3 или его антигенсвязывающего фраг-

мента в печень или мышцу, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватыва-

ются представленными в настоящем документе способами. Дополнительные способы лечения могут на-

значаться до, одновременно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения HeFH, 

HoFH или ACD, которые можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной тера-

пией, включают в себя, без ограничения, диету, статины, эзетимиб и аферез LDL, а также введение с ан-

ти-PCSK9 или анти-ANGPTL3 средствами, включая в себя, без ограничения, алирокумаб, эволокумаб 

или эвинакумаб. 

5.3.7. HuPTM mAb к OxPL 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с окисленными фосфолипидами (OxPL), указанных для ле-

чения и/или уменьшения и/или замедления сердечно-сосудистых заболеваний, включая в себя атероскле-

ротическое сердечно-сосудистое заболевание (ACD), образование атеросклеротических бляшек, ано-

мально высокий уровень не-HDL холестерина и LDL, аортальный стеноз, стеноз печени или гиперхоле-

стеринемию. Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокис-

лотной последовательностью E06-scFv или его антигенсвязывающего фрагмента. Аминокислотные по-

следовательности E06-scFv представлены на фиг. 5D. Доставка может быть осуществлена с помощью 

генной терапии -например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конст-

рукции, кодирующей OxPL-связывающее HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент и/или 

гипергликозилированное производное или другое его производное) пациентам (субъектам-людям) с ди-

агнозом или наличием одного или более симптомов сердечно-сосудистого заболевания, ACD, гиперхоле-

стеринемии, аномально высоких уровней не-HDL холестерина и/или LDL, аортального стеноза, стеноза 

печени и/или аномальной атеросклеротической бляшки для создания постоянного депо, которое посто-

янно поставляет человеческий РТМ, например, гликозилированный человеком, трансгенный продукт. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий. 

HuPTM mAb или HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который 

связывается с OxPL, который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего 

фрагмента пациенту. Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные 

последовательности, кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с 

OxPL, такого как E06-scFv или его варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген 

может также кодировать анти-OxPL антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные 

сайты гликозилирования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-OxPL антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие вариабельные домены тяжелой и 

легкой цепей E06-scFv (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 59 и 60, соответст-

венно, см. табл. 4 и фиг. 5D). E06-scFv представляет собой молекулу scFv и, таким образом, содержит 

вариабельные домены тяжелой и легкой цепей mAb к OxPL, соединенные гибким линкером. Нуклеотид-

ные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для экспрессии в клетках 

человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID NO: 159 (кодирую-

щие вариабельный домен тяжелой цепи E06-scFv) и SEQ ID NO: 160 (кодирующие вариабельный домен 

легкой цепи E06-scFv), как указано в табл. 5. Е06 представляет собой scFv, и, таким образом, scFv экс-

прессируется в виде одной белковой цепи с линкером между легкой и тяжелой цепями. ScFv содержит 

лидерную последовательность на N-конце для соответствующей экспрессии и секреции в клетках чело-

века, в частности, в клетках печени человека (таких как гепатоциты) или мышечных клетках человека. 

Согласно другим вариантам осуществления, где тяжелая и легкая цепи экспрессируются в виде отдель-
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ных белков, обе содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для 

экспрессии и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени человека (например, гепатоци-

тах) или мышечных клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться амино-

кислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно сиг-

нальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбран-

ной из любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответст-

вуют белкам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельного домена тяжелой и легкой цепи трансгены мо-

гут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена легкой цепи гибкий пептидный 

линкер. Последовательность гибкого пептидного линкера может содержать гибкие остатки, такие как 

глицин (G) или серин (S). Согласно некоторым вариантам осуществления гибкий пептидный линкер мо-

жет содержать 10-30 остатков или G, S, или и G, и S. Заряженные остатки, такие как E и K, могут исполь-

зоваться и перемежаться для повышения растворимости. Последовательность гибкого пептидного лин-

кера может характеризоваться аминокислотной последовательностью (GGGGS)n, где n может представ-

лять собой 1, 2, 3, 4, 5 или 6 (SEQ ID NO: 243). В этом случае сигнальная последовательность сливается с 

N-концом scFv последовательности вариабельного домена тяжелой или легкой цепи, в зависимости от 

обстоятельств. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-OxPL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген OxPL фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую ами-

нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 60. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-OxPL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген OxPL фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 59. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-OxPL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

60, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 59. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген OxPL фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 59 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 5D) или пред-

ставляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Соглас-

но конкретным вариантам осуществления связывающий антиген OxPL фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 60 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 

14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции 

предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 5D) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-OxPL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab E06-scFv, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь 

SEQ ID NO: 59 и 60, соответственно, с необязательно мутацией T118N (тяжелая цепь) (см. фиг. 11А (тя-

желая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-OxPL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR E06-scFv, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 5D, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к OxPL или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от сердечно-сосудистых заболеваний, ACD, ги-

перхолестеринемии, аномально высоких уровней не-HDL холестерина и/или LDL, аортального стеноза, 

стеноза печени и/или аномальной атеросклеротической бляшки путем введения вирусного вектора, со-

держащего трансген, кодирующий mAb к OxPL или его антигенсвязывающий фрагмент. Антитело может 

представлять собой E06-scFv и предпочтительно представляет собой его Fab-фрагмент или другой его 
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антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у пациента диагностировано и/или 

имеются симптомы, связанные с сердечно-сосудистым заболеванием, ACD, гиперхолестеринемией, ано-

мально высоким уровнем не-HDL холестерина и/или LDL, аортального стеноза, стенозом печени и/или 

аномальной атеросклеротической бляшкой. Рекомбинантные векторы, используемые для доставки транс-

гена, описаны в разделе 5.4.2. Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам печени или мышц 

человека и могут включать в себя нереплицирующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 

или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как показанные на фиг. 5D, можно вводить любым спосо-

бом, так что рекомбинантный вектор входит в печень или мышечную ткань, предпочтительно путем вве-

дения рекомбинантного вектора в кровоток. См. Раздел 5.5.2 для получения подробной информации о 

способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто реагирует на анти-

OxPL терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы предусматривают лечение па-

циентов, у которых диагностированы сердечнососудистые заболевания, ACD, гиперхолестеринемия, 

аномально высокие уровни не-HDL холестерина и/или LDL, аортальный стеноз, стеноз печени и/или 

аномальная атеросклеротическая бляшка или у них имеется один или более связанных с ними симпто-

мов, и они идентифицированы как отвечающие на лечение антителом к OxPL или считаются хорошими 

кандидатами для терапии антителом к OxPL. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты 

ранее подвергались лечению E06-scFv или Е06, и было обнаружено, что они отвечают на E06-scFv или 

Е06. Чтобы определить чувствительность, трансгенный продукт антитела к OxPL или антигенсвязываю-

щего фрагмента (например, произведенного в культуре клеток, биореакторах и т.д.) можно вводить непо-

средственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к OxPL или HuPTM Fab должно приводить к образованию "биологиче-

ски улучшенной" молекулы для лечения сердечно-сосудистых заболеваний, ACD, гиперхолестеринемии, 

аномально высоких уровней не-HDL холестерина и/или LDL, аортального стеноза, стеноза печени и/или 

аномальной атеросклеротической бляшки, осуществляемого с помощью генной терапии - например, пу-

тем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей HuPTM 

Fab к OxPL, подкожно, внутримышечно или внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или 

наличием одного или более симптомов сердечнососудистых заболеваний, ACD, гиперхолестеринемии, 

аномально высоких уровней не-HDL холестерина и/или LDL, аортального стеноз, стеноза печени и/или 

аномальной атеросклеротической бляшки, для создания постоянного депо в печени или мышечной тка-

ни, который непрерывно поставляет полностью человеческий посттрансляционно модифицированный, 

например, гликозилированный человеком, сульфатированный трансгенный продукт, производимый 

трансдуцированными клетками печени или мышц. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к OxPL или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепи E06-scFv, как показано на фиг. 5D (с неконсенсусными сайтами гликозилирования по 

аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выделен-

ными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризуется 

гликозилированием, особенно 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным положениям 

N53 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 59). Альтернативно или в дополнение HuPTM scFv или другой его анти-

генсвязывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи E06-

scFv содержит группу сульфатирования в Y58 и/или Y62, и/или Y96, и/или Y97 тяжелой цепи (SEQ ID 

NO: 59) и/или Y42 легкой цепи (SEQ ID NO: 60). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM 

mAb к OxPL или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc 

и/или не содержат обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно некоторым вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab scFv является терапевтически 

эффективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может 

быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

лечения представленной в настоящем документе генной терапией заключается в том, чтобы лечить, за-

медлять и/или останавливать прогрессирование сердечно-сосудистых заболеваний, ACD, гиперхолесте-

ринемии, аномально высоких уровней не-HDL холестерина и/или LDL, аортального стеноза, стеноза пе-

чени и/или аномальной атеросклеротической бляшки. Эффективность может контролироваться путем 

мониторинга уровней LDL, маркеров воспаления или изменений в степени аортального стеноза, таких 

как мониторинг изменений в области аортального клапана, пиковых и средних трансклапанных градиен-

тов и/или максимальной скорости в аорте. Например, эффективность можно отслеживать, оценивая 

среднее процентное изменение LDL по сравнению с исходным уровнем. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к OxPL или его антигенсвязывающего фрагмента в печень или 

мышцу, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представленны-

ми в настоящем документе способами. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, одно-

временно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения сердечно-сосудистых заболе-

ваний, ACD, гиперхолестеринемии, аномально высоких уровней не-HDL холестерина и/или LDL, аор-
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тального стеноза, стеноза печени и/или аномальной атеросклеротической бляшки, которые могут соче-

таться с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, 

диету, статины, эзетимиб и аферез LDL, а также применение анти-OxPL средств, включая в себя, без ог-

раничения, E06-scFv. 

5.3.8. Анти-RANKL HuPTM конструкции и составы при остеопорозе 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с активатором рецептора лиганда ядерного фактора каппа-В 

(RANKL), полученного из антитела к RANKL, такого как деносумаб (фиг. 6), и показаны для лечения 

остеопороза или аномальной потери костной массы или слабости кости (например, лечения гигантокле-

точной опухоли кости, лечения вызванной воздействием лекарственных средств потери костной ткани, 

замедления потери (или увеличения) костной массы при раке молочной железы и простаты пациентов, 

предотвращения связанных со скелетом событий из-за метастазирования кости или для уменьшения ре-

зорбции и ремоделирования кости. Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb харак-

теризуется аминокислотной последовательностью деносумаба или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Аминокислотная последовательность фрагмента Fab этого антитела показана на фиг. 6. Доставка может 

быть осуществлена с помощью генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или дру-

гой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей RANKL-связывающее HuPTM mAb (или антиген-

связывающий фрагмент и/или гипергликозилированное производное или другое его производное) паци-

ентам (субъектам-людям), у которых диагностирован остеопороз или наблюдается потеря костной мас-

сы, для создания постоянного депо, которое непрерывно снабжает человеческим РТМ, например, глико-

зилированным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с RANKL, 

который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента у пациента. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с RANKL, такого как дено-

сумаб или его варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген может также кодиро-

вать анти-RANKL антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликозили-

рования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-RANKL антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

деносумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 27 и 28, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 6). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизирован-

ные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 127 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи деносумаба) и SEQ ID NO: 128 (кодирующие Fab-

часть легкой цепи деносумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей со-

держат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секре-

ции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мышечных клетках 

человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательно-

стью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность 

может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных 

последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым 

миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-RANKL антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 27 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или 

часть аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, 

KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA 

(SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL 

(SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 6. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными 

последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 27 кодирующими шарнирные области последовательно-

стями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-RANKL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген RANKL фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 28. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-RANKL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген RANKL фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 
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92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 27. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-RANKL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

28, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 27. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген RANKL фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 27 с 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся за пределами CDR, которые подчеркнуты на 

фиг. 6) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой 

цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 

11А. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген RANKL фрагмент содержит 

легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 28 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки 

или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, 

которые подчеркнуты на фиг. 6) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в 

этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показа-

но выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-RANKL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab денабумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь 

SEQ ID NO: 27 и 28, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L117N (тяжелая цепь), 

Q161N или Q161S (легкая цепь) и/или E196N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая 

цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-RANKL антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR деносумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 6, которые расположены между каркасными областями, как правило, че-

ловеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы анти-

генсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабельного 

домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к RANKL или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения людей от остеопороза или аномальной потери костной массы (на-

пример, у пациентов с раком молочной железы или простаты или из-за метастазов в кости) путем введе-

ния вирусного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к RANKL или его антигенсвязы-

вающий фрагмент. Антитело может представлять собой деносумаб и предпочтительно представляет со-

бой его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществле-

ния у пациента диагностированы и/или имеются симптомы, связанные с остеопорозом или аномальной 

потерей костной массы. Рекомбинантные векторы, используемые для доставки трансгена, описаны в раз-

деле 5.4.2. Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам печени или мышц человека и могут 

включать в себя нереплицирующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 или AAV9. Реком-

бинантный вектор, такой как показан на фиг. 6, может быть введен любым способом, так что рекомбинант-

ный вектор входит в печень или мышечную ткань, предпочтительно путем введения рекомбинантного век-

тора в кровоток. См. Раздел 5.5.2 для получения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто отвечает на анти-

RANKL терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациен-

тов, у которых был диагностирован остеопороз или аномальная потеря костной массы или у которых 

один или более симптомов связаны с ними и которые определены как отвечающие на лечение антителом 

к RANKL или считающиеся хорошими кандидатами для терапии с помощью антитела к RANKL. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее подвергались лечению деносумабом, и 

было обнаружено, что они чувствительны к деносумабу. Чтобы определить чувствительность, трансген-

ный продукт антитела к RANKL или антигенсвязывающего фрагмента (например, производимый в куль-

туре клеток, биореакторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к RANKL или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологиче-

ски улучшенной" молекулы для лечения остеопороза или потери костной массы, осуществляемой с по-

мощью генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей 

ДНК конструкции, кодирующей HuPTM Fab к RANKL, внутривенно субъектам-людям (пациентам) с 

диагнозом или наличием одного или более симптомов остеопороза или потери костной массы, для соз-

дания постоянного депо в печени или мышечной ткани, которое непрерывно снабжает полностью чело-



047128 

- 74 - 

веческим посттрансляционно модифицированным, например, гликозилированным человеком, сульфати-

рованным трансгенным продуктом, производимым трансдуцированными клетками печени или мышц. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к RANKL или анти-RANKL HuPTM Fab должна включать в 

себя сигнальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг 

(гликозилирование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками печени или мышц. Напри-

мер, сигнальная последовательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID 

NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной 

последовательностью, выбранной из любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 

2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к RANKL 

или HuPTM Fab могут производиться в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом остеопороз или потеря костной массы, или тем, для 

кого терапия остеопороза или потери костной массы считается целесообразной. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к RANKL или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепей деносумаба, как показано на фиг. 6 (с неконсенсусными сайтами гликозилирова-

ния по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), вы-

деленными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характери-

зуются гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям N77 и/или N164 и/или Q114 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 27) или N159 и/или N211 и/или 

Q101 легкой цепи (SEQ ID NO: 28). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвя-

зывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи деносумаба 

содержит группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 27) и/или Y88 легкой 

цепи (SEQ ID NO: 28). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к RANKL или его анти-

генсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнару-

живаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно некоторым вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически эф-

фективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может быть 

по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

лечения представленной в настоящем документе генной терапией заключается в том, чтобы замедлить 

или остановить прогрессирование остеопороза или потери костной массы. Эффективность может кон-

тролироваться путем оценки костной ткани или скелетных событий или отсутствия скелетных событий. 

Например, что касается остеопороза, эффективность можно контролировать с помощью оценки содер-

жания минеральных веществ в кости, оценки рентгенограмм при переломах позвонков или диагностиче-

ской визуализации для подтверждения клинических переломов. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к RANKL или его антигенсвязывающего фрагмента в печень 

или мышцы, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представ-

ленными в настоящем документе способами. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, 

одновременно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения остеопороза или потери 

костной массы, которые могут сочетаться с представленной в настоящем документе генной терапией, 

включают в себя, без ограничения, бисфосфонаты (например, золедроновую кислоту), гормон паращито-

видной железы (например, терипаратид [РТН 1-34] и/или полноразмерный РТН 1-84), кальций, витамин 

D и химиотерапию, криотерапию или лучевую терапию у пациентов с диагнозом рак, а также прием ан-

ти-RANKL средств, включая в себя, без ограничения, деносумаб. 

5.3.9. HuPTM конструкции и составы блокаторы PD при раке и лимфоме 

Описаны композиции и способы доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, та-

ких как HuPTM Fab, которые связываются с белком запрограммированной смерти клетки 1 (PD-1), ли-

гандом 1 запрограммированной смерти (PD-L1) или лигандом 2 запрограммированной смерти (PD-L2), 

полученным из блокаторов PD-1 (например, анти-PD-1, анти-PD-L1 или анти-PD-L2), показанные для 

лечения неоперабельной/метастатической меланомы, лимфом (например, лимфомы Ходжкина) и карци-

ном (например, почечно-клеточной карциномы, плоскоклеточной карциномы и немелкоклеточной кар-

циномы легких). Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется амино-

кислотной последовательностью ниволумаба, пембролизумаба или антигенсвязывающего фрагмента од-

ного из указанных выше. Аминокислотные последовательности Fab-фрагментов ниволумаба и пембро-

лизумаба представлены на фиг. 7А и 7В, соответственно. Доставка может осуществляться с помощью 

генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК кон-

струкции, кодирующей связывающее PD-1/PD-L1/PD-L2 HuPTM mAb или антигенсвязывающий фраг-

мент и/или гипергликозилированное производное или другое его производное) пациентам (субъектам-

людям) с диагнозом или наличием одного или более симптомов меланомы, карцином или лимфом, для 

создания постоянного депо, которое непрерывно снабжает человеческим РТМ, например, гликозилиро-

ванным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 
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Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с PD-1/PD-

L1/PD-L2, который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента па-

циенту. Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последователь-

ности, кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с PD-1/PD-L1/PD-L2, 

такого как ниволумаб, пембролизумаб или их варианты, как подробно описано в настоящем документе. 

Трансген также может кодировать анти-PD-1, анти-PD-L1 или анти-PD-L2 антигенсвязывающий фраг-

мент, который содержит дополнительные сайты гликозилирования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части ни-

волумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 29 и 30, соответственно, см. табл. 

4 и фиг. 7А). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные 

для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 129 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи ниволумаба) и SEQ ID NO: 130 (кодирующие Fab-

часть легкой цепи ниволумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей со-

держат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секре-

ции в клетках человека, в частности, в клетках печени человека (например, гепатоцитах) или мышечных 

клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последова-

тельностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последова-

тельность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сиг-

нальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секрети-

руемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 29 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевого тирозина (Y), содержащей всю или 

часть аминокислотной последовательности GPPCPPCPAPEFLG (SEQ ID NO: 240) и, в частности, 

GPPCPPCPA (SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGPSVFL (SEQ ID NO: 241), как показано на  

фиг. 7А. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце 

SEQ ID NO: 29 кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-l антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген PD-1 фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую амино-

кислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

30. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген PD-1 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую амино-

кислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

29. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислот-

ную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 30, и 

тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 

86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последова-

тельности, представленной в SEQ ID NO: 29. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген PD-1 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 29 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 7А) или пред-

ставляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Соглас-

но конкретным вариантам осуществления связывающий антиген PD-1 фрагмент содержит легкую цепь, со-

держащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 30 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 13, 14, 15 

или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочти-

тельно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 7А) 

или представляют собой замены на аминокислоты, присутствующей в этом положении в легкой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует гипергликозилированный Fab ниволумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь 

SEQ ID NO: 29 и 30, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L108N (тяжелая цепь), 

Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая 
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цепь)). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, коди-

рующие шесть CDR ниволумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг.  7А, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к PD-1 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелые и легкие цепи Fab-части пем-

бролизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 31 и 32, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 7В). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 131 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи пембролизумаба) и SEQ ID NO: 132 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи пембролизумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и 

легкой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экс-

прессии и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мы-

шечных клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной 

последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная по-

следовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой 

из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, 

секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельного домена тяжелой и легкой цепей трансгены мо-

гут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть шар-

нирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 31 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого тирозина (Y), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности GPPCPPCPAPEFLG (SEQ ID NO: 240) и, в частности, GPPCPPCPA 

(SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGPSVFL (SEQ ID NO: 241), как показано на фиг. 7В. Эти шар-

нирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 31 

кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент PD-1, содержащий легкую цепь, содержащую ами-

нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 32. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент PD-1, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 31. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

32, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 31. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген PD-1 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 31 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 7В) или пред-

ставляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Соглас-

но конкретным вариантам осуществления связывающий антиген PD-1 фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 32 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 13, 

14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции 

предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 7В) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab пембролизумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь из SEQ ID NO: 31 и 32, соответственно, с одной или более из следующих мутации: T115N (тяжелая 
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цепь), Q164N или Q164S (легкая цепь) и/или E199N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-PD-1 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR пембролизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного 

домена тяжелой и легкой цепи на фиг. 7В, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабельно-

го домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к PD-1 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения меланом, карцином или лимфом у субъектов-людей путем введения 

вирусного вектора, содержащего трансген, кодирующий один или более из антител к PD-1, к PD-L1 и к 

PD-L2 или его антигенсвязывающий фрагмент. В частности, предложены способы лечения метастатиче-

ской меланомы, лимфомы, немелкоклеточной карциномы легкого, плоскоклеточной карциномы головы и 

шеи, карциномы уротелия, рака с высокой микросателлитной нестабильностью, рака желудка, почечно-

клеточной карциномы, метастатического рака толстой кишки с дефицитом репарации неспаренных осно-

ваний или гепатоцеллюлярной карциномы путем введения вирусного вектора, содержащего трансген, 

кодирующий одно или более антител к PD-1, к PD-L1 и к PD-L2 или его антигенсвязывающий фрагмент. 

Антитело может представлять собой ниволумаб и пембролизумаб и предпочтительно представляет собой 

его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у 

пациента было диагностировано заболевание и/или имеются симптомы, связанные с меланомой, карци-

номой или лимфомой. Рекомбинантные векторы, используемые для доставки трансгена, описаны в раз-

деле 5.4.2. Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам печени или мышц человека и могут 

включать в себя нереплицирующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 или AAV9. Ре-

комбинантные векторы, такие как показанные на фиг. 7А и 7В, могут быть введены любым способом, 

так что рекомбинантный вектор входит в печень или мышечную ткань, предпочтительно путем введения 

рекомбинантного вектора в кровоток. См. Раздел 5.5.2 для получения подробной информации о способах 

лечения. 

Субъектами, которым вводят такую генную терапию, могут быть пациенты, отвечающие на анти-

PD-1, анти-PD-L1 или анти-PD-L2 терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы 

предусматривают лечение пациентов, у которых диагностирована меланома, карцинома или лимфома 

или у которых один или более симптомов связаны с ними и которые определены как отвечающие на ле-

чение антителом к PD-1, к PD-L1 или к PD-L2 или считаются хорошими кандидатами для терапии анти-

телом к PD-1, к PD-L1 или к PD-L2. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее 

подвергались лечению ниволумабом или пембролизумабом, и было обнаружено, что они отвечают на 

ниволумаб или пембролизумаб. Для определения чувствительности трансгенный продукт антитела к PD-

1, к PD-L1 или к PD-L2 или антигенсвязывающего фрагмента (например, полученный в культуре клеток, 

биореакторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к PD-1, к PD-L1 и/или к PD-L2 или HuPTM Fab должно приводить к об-

разованию "биологически улучшенной" молекулы для лечения меланомы, карцином или лимфом, осу-

ществляемые с помощью генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экс-

прессирующей ДНК конструкции, кодирующей HuPTM Fab к PD-1, к PD-L1 и/или к PD-L2, подкожно, 

внутримышечно или внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или наличием одного или 

более симптомов меланомы, карцином, лимфом или других видов рака, чтобы создать постоянное депо в 

печени или мышечной ткани, которое непрерывно снабжает полностью человеческим посттрансляцион-

но модифицированным, например, гликозилированным человеком, сульфатированным трансгенным 

продуктом, производимым трансдуцированными клетками печени или мышц. 

Конструкции к ДНК для HuPTMmAb или HuPTM Fab должны включать в себя сигнальный пептид, 

который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликозилирование и сульфа-

тирование белка) трансдуцированными клетками печени или мышц. Например, сигнальная последова-

тельность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, 

сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, вы-

бранной из любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соот-

ветствуют белкам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к PD-1, к 

PD-L1 или к PD-L2 или HuPTM Fab могут быть получены в клеточных линиях человека с помощью тех-

нологии рекомбинантной ДНК и введены пациентам с диагнозом метастатическая меланома, лимфома, 

немелкоклеточная карцинома легкого, плоскоклеточная карцинома головы и шеи, карцинома уротелия, 

рак с высокой микросателлитной нестабильностью, рак желудка, почечно-клеточная карцинома, мета-

статический рак толстой кишки с дефицитом репарации неспаренных оснований или гепатоцеллюлярная 

карцинома, или тем, для кого терапия метастатической меланомы, лимфомы, немелкоклеточной карци-
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номы легкого, плоскоклеточной карциномы головы и шеи, карциномы уротелия, рака с высокой микро-

сателлитной нестабильностью, рака желудка, почечно-клеточной карциномы, метастатического рака 

толстой кишки с дефицитом репарации неспаренных оснований или гепатоцеллюлярной карциномы счи-

тается целесообразной. 

Согласно конкретным вариантам осуществления mAb к PD-1 HuPTM или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепи ниволумаба, как показано на фиг. 7А (с неконсенсусными сайтами гликозилирования 

по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выде-

ленными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризует-

ся гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным поло-

жениям N77, Q105 и/или N155 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 29) или N93, Q100, N158 и/или N210 легкой 

цепи (SEQ ID NO: 30). Альтернативно или в дополнение mAb HuPTM или его антигенсвязывающий 

фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи ниволумаба содержит 

группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 29) и/или Y86 и/или Y87 легкой 

цепи (SEQ ID NO: 30). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к PD-1 или его антиген-

связывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаружи-

ваемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к PD-1 или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепей пембролизумаба, как показано на фиг. 7В (с неконсенсусными сайтами гликозилиро-

вания по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям Q112, N162 и/или N204 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 31) или N162 и/или N214 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 32). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи пембролизумаба характеризуется 

наличием группы сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 31) и/или Y90 и/или Y91 

легкой цепи (SEQ ID NO: 32). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к PD-1 или его 

антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат об-

наруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно некоторым вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически эф-

фективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может быть 

по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

лечения представленной в настоящем документе генной терапией заключается в том, чтобы замедлить 

или остановить прогрессирование метастатической меланомы, лимфомы, немелкоклеточной карциномы 

легкого, плоскоклеточной карциномы головы и шеи, карциномы уротелия, рака с высокой микросател-

литной нестабильностью, рака желудка, почечно-клеточной карциномы, метастатического рака толстой 

кишки с дефицитом репарации неспаренных оснований или гепатоцеллюлярной карциномы. Эффектив-

ность может контролироваться по одной или более конечным точкам онкологии, включая в себя общую 

выживаемость, выживаемость без прогрессирования, время до прогрессирования, время до констатации 

отсутствия эффекта лечения, бессобытийную выживаемость, время до назначения следующего лечения, 

частоту объективных ответов или продолжительность ответа (см., например, Министерство здравоохра-

нения и социальных служб США, Управление по контролю за качеством пищевых продуктов и лекарст-

венных средств, Центр по оценке и исследованию биологических препаратов. Руководство для промыш-

ленности: конечные точки клинических испытаний для одобрения лекарственных средств и препаратов 

для лечения рака. https://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ucm071590.pdf. Published May 2007. 

Accessed October 13, 2017; Oncology Endpoints in a Changing Landscape. Manag. Care. 2016; 1(suppl):1-12). 

Комбинации доставки одного или более HuPTM mAb к PD-1, к PD-L1 и к PD-L2 или их антигенсвя-

зывающих фрагментов в печень или мышцу, сопровождаемые доставкой других доступных способов 

лечения, охватываются представленными в настоящем документе способами. Дополнительные способы 

лечения могут назначаться до, одновременно или после лечения генной терапией. Доступные способы 

лечения метастатической меланомы, лимфомы, немелкоклеточной карциномы легкого, плоскоклеточной 

карциномы головы и шеи, карциномы уротелия, рака с высокой микросателлитной нестабильностью, 

рака желудка, почечно-клеточной карциномы, метастатического рака толстой кишки с дефицитом репа-

рации неспаренных оснований или гепатоцеллюлярной карциномы, которые могут быть объединены с 

представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, химиотера-

пию (например, цисплатин, гемцитабин, пеметрексед, карбоплатин и/или паклитаксел), лучевую тера-

пию, криотерапию, целевые низкомолекулярные терапии, другие антитела, а также вакцинную терапию 

и введение с одним или более анти-PD-1, анти-PD-L1 и анти-PD-L2 средствами, включая в себя, помимо 

прочего, ниволумаб и пембролизумаб. 

5.3.10. Анти-VEGF или анти-fD HuPTM конструкции и составы при заболеваниях глаз 

Описаны композиции и способы доставки HuPTM mAb и его антигенсвязывающих фрагментов, та-
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ких как HuPTM Fab, которые связываются с фактором роста эндотелия сосудов (VEGF) или комплемен-

том (например, фактором D (fD)), полученным из анти-VEGF или анти-комплемент (например, анти-fD), 

соответственно, показанных для лечения одного или более заболеваний сетчатки, включая в себя диабе-

тическую ретинопатию, миопическую хориоидальную неоваскуляризацию (mCNV), макулярную дегене-

рацию (например, неоваскулярную (влажную) возрастную макулярную дегенерацию (AMD)), макуляр-

ный отек (например, макулярный отек после окклюзии вен сетчатки (RVO) или диабетический макуляр-

ный отек (DME)); для подавления ангиогенеза; или, в случае, если они получены из анти-VEGF, для ле-

чения одного или более типов рака, включая в себя рак эпителия яичников, рак маточной трубы, рак 

брюшной полости, рак шейки матки, метастатический колоректальный рак, метастатический HER2-

негативный рак молочной железы, метастатическую почечно-клеточную карциному, глиобластому, не-

мелкоклеточный рак легкого (NSCLC). Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb 

характеризуется аминокислотной последовательностью ранибизумаба, бевацизумаба, лампализумаба, 

бролуцизумаба или антигенсвязывающего фрагмента одного из указанных выше. Аминокислотные по-

следовательности Fab-фрагментов ранибизумаба, бевацизумаба и лампализумаба и scFv бролуцизумаба 

представлены на фиг. 8A-8D, соответственно. Доставка может быть осуществлена с помощью генной 

терапии -например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, 

кодирующей связывающее VEGF или фактор D HuAPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент 

и/или гипергликозилированное производное или другое его производное, включая в себя scFv) пациен-

там (субъектам-людям) с диагнозом или наличием одного или более симптомов нарушения сетчатки (на-

пример, диабетическая ретинопатия, mCNV, макулярная дегенерация или макулярный отек) или рак (на-

пример, рак эпителия яичников, рак маточной трубы, рак брюшной полости, рак шейки матки, метаста-

тический колоректальный рак, метастатический HER2-негативный рак молочной железы, метастатиче-

ская почечно-клеточная карцинома, глиобластома или NSCLC) для создания постоянного депо, которое 

непрерывно поставляет человеческий РТМ, например, гликозилированный человеком, трансгенный про-

дукт. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с VEGF или 

fD, который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, связывающегося с VEGF или fD, такого как ра-

нибизумаб, бевацизумаб, лампализумаб, бролуцизумаб или их варианты, как подробно описано в на-

стоящем документе. Трансген может также кодировать анти-VEGF или анти-fD антигенсвязывающий 

фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликозилирования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части ра-

нибизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 33 и 34, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 8А). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 133 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи ранибизумаба) и SEQ ID NO: 134 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи ранибизумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и лег-

кой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экс-

прессии и секреции в клетках человека, в частности одной или более клетках, образующих сетчатку. 

Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью 

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность может 

характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных последо-

вательностей, указанных в табл. 1, которые соответствуют белкам, секретируемым одной или более 

клетками, образующими сетчатку. Альтернативно, сигнальная последовательность может быть подхо-

дящей для экспрессии в клетках мышц или печени, таких как перечисленные в табл. 2 и 3 ниже. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-VEGF антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 33 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержащей всю 

или часть аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, 

KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA 

(SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL 

(SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 8А. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными 

последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 33 кодирующими шарнирные области последовательно-

стями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген VEGF фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 
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92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 34. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген VEGF фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 33. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

34, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 33. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген VEGF фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 33 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8А) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген VEGF фрагмент содержит легкую 

цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 34 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или деле-

ции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 8А) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab ранибизумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь из SEQ ID NO: 33 и 34, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L118N (тяжелая 

цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR ранибизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного доме-

на тяжелой и легкой цепи на фиг. 8А, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к VEGF или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелые и легкие цепи Fab-части 

бевацизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 35 и 36, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 8В). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 135 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи бевацизумаба) и SEQ ID NO: 136 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи бевацизумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и лег-

кой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экс-

прессии и секреции в клетках человека, в частности, одного или более типов клеток сетчатки или клеток 

печени. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью 

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность может 

характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных последо-

вательностей, указанных в табл. 1 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым клетками сет-

чатки или клетками печени, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 35 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержа-

щей всю или часть аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в 

частности, KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225),  

KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или  

KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 8В. Эти шарнирные области мо-

гут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 35 кодирующими шар-

нирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 
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Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген VEGF фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 36. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген VEGF фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 35. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

36, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 35. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген VEGF фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 35 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8В) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген VEGF фрагмент содержит легкую 

цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 36 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или деле-

ции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 8В) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab бевацизумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 35 и 36, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L118N (тяжелая 

цепь) и/или Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В 

(легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR бевацизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного доме-

на тяжелой и легкой цепи на фиг. 8В, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к VEGF или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-fD антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части лам-

пализумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 37 и 38, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 8С). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 137 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи лампализумаба) и SEQ ID NO: 138 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи лампализумаба), как указано в табл. 5. Обе последовательности тяжелой 

и легкой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для 

экспрессии и секреции в клетках человека, в частности одной или более клетках человека, образующих 

сетчатку. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательно-

стью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность 

может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных 

последовательностей, представленных в табл. 1, которые соответствуют белкам, секретируемым клетка-

ми, образующими сетчатку. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-интегрин антигенсвязываю-

щий домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 37 с дополнительной последова-

тельностью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержа-

щей всю или часть аминокислоты последовательность KTHT CPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) 

и, в частности, KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHL (SEQ ID NO: 223), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), 

KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или  
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KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), как показано на фиг. 8С. Эти шарнирные области мо-

гут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 37 кодирующими шар-

нирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-fD антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует связывающий антиген fD фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

38. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-fD антигенсвязывающего фрагмен-

та кодирует связывающий антиген fD фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую аминокислот-

ную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 37. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-fD антигенсвязывающего фрагмента 

кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокислотную по-

следовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 

95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 38, и тяже-

лую цепь, содержащую аминокислотную аминокислотную последовательность, которая по меньшей ме-

ре на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична по-

следовательности, представленной в SEQ ID NO: 37. Согласно конкретным вариантам осуществления 

связывающий антиген fD фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 37 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8С) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген fD фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 38 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 14, 15 

или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочти-

тельно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8С) 

или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в легкой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-fD антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует гипергликозилированный Fab лампализумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь 

из SEQ ID NO: 37 и 38, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L110N (тяжелая 

цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-fD антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, коди-

рующие шесть CDR лампализумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 8С, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антиген fD или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие вариабельные домены тяжелой и 

легкой цепей бролуцизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 39 и 40, соот-

ветственно, см. табл. 4 и фиг. 8D). Бролуцизумаб представляет собой молекулу scFv и, таким образом, 

содержит вариабельные домены тяжелой и легкой цепей mAb к VEGF, соединенные гибким линкером. 

Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для экспрес-

сии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID NO: 

139 (кодирующие часть вариабельного домена тяжелой цепи бролуцизумаба) и SEQ ID NO: 142 (коди-

рующие часть вариабельного домена легкой цепи бролуцизумаба), как указано в табл. 5. Даже вариа-

бельные домены тяжелой и легкой цепи экспрессируются в виде отдельных белков, каждая из последо-

вательностей тяжелой и легкой цепи имеет сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, 

подходящую для экспрессии и секреции в клетках человека, в частности, в одной или более клетках, об-

разующих сетчатку. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последо-

вательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последова-

тельность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сиг-

нальных последовательностей, указанных в табл. 1, которые соответствуют белкам, секретируемым од-

ной или более клетками, образующими сетчатку. 

В дополнение к последовательностям вариабельного домена тяжелой и легкой цепей трансгены мо-

гут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена легкой цепи гибкий пептидный 

линкер. Последовательность гибкого пептидного линкера может содержать гибкие остатки, такие как 
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глицин (G) или серин (S). Согласно некоторым вариантам осуществления гибкий пептидный линкер мо-

жет содержать 10-30 остатков или G, S, или и G, и S. Заряженные остатки, такие как Е и K, могут исполь-

зоваться и перемежаться для повышения растворимости. Последовательность гибкого пептидного лин-

кера может характеризоваться аминокислотной последовательностью (GGGGS)n, где n может быть 1, 2, 

3, 4, 5 или 6 (SEQ ID NO: 243). В этом случае сигнальная последовательность сливается с N-концом scFv, 

последовательности вариабельного домена тяжелой или легкой цепи, в зависимости от обстоятельств. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген VEGF фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 40. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген VEGF фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 39. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

40, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 39. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген VEGF фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 39 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8D) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген VEGF фрагмент содержит легкую 

цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 40 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или деле-

ции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 8D) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует гипергликозилированный scFv бролуцизумаба, содержащий одну цепь SEQ ID NO: 39 и 40, 

соответственно, со следующей мутацией: L115N (тяжелая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-VEGF антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR бролуцизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях одноцепочечного 

вариабельного домена на фиг. 8D, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к VEGF или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей с одним или более заболеваниями сетчатки (та-

кими как диабетическая ретинопатия, mCNV, макулярная дегенерация или макулярный отек) или раком 

(таким как рак эпителия яичников, рак маточной трубы, рак брюшной полости, рак шейки матки, мета-

статический колоректальный рак, метастатический HER2-негативный рак молочной железы, метастати-

ческая почечно-клеточная карцинома, глиобластома или NSCLC) путем введения вирусного вектора, 

содержащего трансген, кодирующий антитело к VEGF или его антигенсвязывающий фрагмент. Антитело 

или его Fab-фрагмент может представлять собой ранибизумаб, бевацизумаб или бролуцизумаб. Согласно 

вариантам осуществления у пациента диагностирован и/или имеются симптомы, связанные с одним или 

более из различных заболеваний сетчатки или видов рака, перечисленных выше. 

Также представлены способы лечения субъектов-людей от одного или более заболеваний сетчатки 

(таких как диабетическая ретинопатия, mCNV, макулярная дегенерация или макулярный отек) путем 

введения вирусного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к fD или его антигенсвязы-

вающий фрагмент. Антитело может представлять собой лампализумаб и предпочтительно представляет 

собой его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществ-

ления у пациента было диагностировано заболевание и/или имеются симптомы, связанные с одним или 

более из различных заболеваний сетчатки, перечисленных выше. 

Рекомбинантный вектор, используемый для доставки трансгена, описан в разделе 5.4.3. Такие век-
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торы должны обладать тропизмом к клеткам типа сетчатки человека и могут включать в себя нереплици-

рующийся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8. Альтернативно, векторы, содержащие кап-

сид AAV.7m8, могут быть использованы для глазных показаний. Рекомбинантные векторы, такие как 

показанные на фиг. 8A-8D, можно вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор попадал 

в сетчатку, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в глаз. См. Раздел 5.5.3 для полу-

чения подробной информации о способах лечения. Например, для доставки в печень для лечения рака 

рекомбинантный вектор, используемый для доставки трансгена, описан в разделе 5.4.2. Такие векторы 

должны обладать тропизмом к клеткам печени человека и могут включать в себя нереплицирующиеся 

rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как пока-

занные на фиг. 8А-8С, можно вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор попадал в 

печень, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в кровоток. См. Раздел 5.5.2 для по-

лучения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым вводят такую генную терапию, могут быть субъекты, отвечающие на анти-

VEGF или анти-fD терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лече-

ние пациентов, у которых было диагностировано одно или более нарушений сетчатки или типов рака или 

у которых есть один или более симптомов, связанных с ними, и которые определены как отвечающие на 

лечение антителом к VEGF или антителом к fD или считаются хорошими кандидатами для терапии анти-

телом к VEGF или антителом к fD. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее 

подвергались лечению ранибизумабом, бевацизумабом, лампализумабом или бролуцизумабом, и было 

обнаружено, что они чувствительны к ранибизумабу, бевацизумабу, лампализумабу или бролуцизумабу. 

Для определения чувствительности трансгенный продукт антитела к VEGF или к fD или антигенсвязы-

вающего фрагмента (например, полученный в культуре клеток, биореакторах и т.д.) можно вводить не-

посредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к VEGF или к fD или HuPTM Fab должно приводить к получению "био-

логически улучшенной" молекулы для лечения одного или более заболеваний сетчатки глаза или рака, 

осуществляемых с помощью генной терапии -например, путем введения вирусного вектора или другой 

экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей анти-VEGF или анти-fD HuPTM Fab, субретинально, 

интравитреально или супрахориоидально субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или наличием од-

ного или более симптомов одного или более нарушений сетчатки или путем введения вирусного вектор 

или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей анти-VEGF HuPTM Fab, подкожно, внут-

римышечно или внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом рак, чтобы создать постоянное 

депо в сетчатке или печени, которое непрерывно снабжает полностью человеческим посттрансляционно 

модифицированным, например, гликозилированным человеком, сульфатированным трансгенным про-

дуктом, производимым трансдуцированными клетками сетчатки или печени. 

В качестве альтернативы или дополнительного лечения генной терапии HuPTM mAb к VEGF или к 

fD или HuPTM Fab могут быть получены в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом заболевания сетчатки или рак, для которого терапия 

нарушения сетчатки или рака считается подходящей. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к VEGF или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепей ранибизумаба, как показано на фиг. 8А (с неконсенсусными сайтами гликозили-

рования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям Q115 и/или N165 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 33) или Q100, N158 и/или N210 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 34). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи ранибизумаба содержит группу 

сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 33) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ 

ID NO: 34). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к VEGF или его антигенсвязываю-

щий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживаемых 

фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к VEGF или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепей бевацизумаба, как показано на фиг. 8В (с неконсенсусными сайтами гликозили-

рования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям Q115 и/или N165 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 35) или Q100, N158 и/или N210 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 36). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 

с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи бевацизумаба содержит группу 

сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 35) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ 
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ID NO: 36). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к VEGF или его антигенсвязываю-

щий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживаемых 

фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к fD или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепей лампализумаба, как показано на фиг. 8С (с неконсенсусными сайтами гликозилиро-

вания по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям Q107 и/или N157 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 37) или Q100 и/или N158 и/или N210 легкой 

цепи (SEQ ID NO: 38). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий 

фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепей лампализумаба содер-

жит группу сульфатирования в Y60 и/или Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 37) и/или Y86 и/или 

Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 38). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к fD или его 

антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат об-

наруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к VEGF или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями вариабель-

ных доменов тяжелой и легкой цепей бролуцизумаба, как показано на фиг. 8D (с неконсенсусными сай-

тами гликозилирования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайты гликозилирования по 

глутамину (Q), выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым 

цветом), характеризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более 

аминокислотным положениях N77 и/или Q112 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 39) или N97 и/или Q103 лег-

кой цепи (SEQ ID NO: 40). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий 

фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепей бролуцизумаба содер-

жит группу сульфатирования в Y32 и/или Y33, и/или Y34, и/или Y59, и/или Y60, и/или Y94, и/или Y95 

тяжелой цепи (SEQ ID NO: 39) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 40). Согласно другим ва-

риантам осуществления HuPTM mAb к VEGF или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат обна-

руживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно некоторым вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически эф-

фективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может быть 

по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

лечения предлагаемой в настоящем документе генной терапии заключается в том, чтобы замедлить или 

остановить прогрессирование заболевания сетчатки или типа рака и/или подавить ангиогенез. В случае 

нарушений сетчатки, эффективность может контролироваться путем наблюдения за остротой зрения. 

Например, эффективность можно контролировать, оценивая изменение остроты зрения по сравнению с 

исходным уровнем. В случае рака эффективность можно контролировать путем оценки одной или более 

онкологических конечных точек, включая в себя выживаемость, выживаемость без прогрессирования, 

время до прогрессирования, время до констатации отсутствия эффекта лечения, бессобытийную выжи-

ваемость, время до назначения следующего лечения, частоту объективных ответов или продолжитель-

ность ответа (см., например, Министерство здравоохранения и социальных служб США, Управление по 

контролю за качеством пищевых продуктов и лекарственных средств, Центр по оценке и исследованию 

биологических препаратов. Руководство для промышленности: конечные точки клинических испытаний 

для одобрения лекарственных средств и препаратов для лечения рака. 

https://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ucm071590.pdf. Published May 2007. Accessed October 13, 

2017; Oncology Endpoints in a Changing Landscape. Manag. Care. 2016; l(suppl):1-12). 

Комбинации доставки HuPTM mAb к VEGF или к fD или его антигенсвязывающего фрагмента в 

сетчатку или печень, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются 

представленными в настоящем документе способами. Дополнительные способы лечения могут назна-

чаться до, одновременно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения диабетиче-

ской ретинопатии, mCNV, макулярной дегенерации или макулярного отека, которые могут сочетаться с 

генной терапией, представленной в настоящем документе, включают в себя, без ограничения, лазерную 

фотокоагуляцию, фотодинамическую терапию вертепорфином, афлиберцептом и/или интравитреальны-

ми стероидами и введение анти-VEGF или анти-fD средства, включая в себя, без ограничения, ранибизу-

маб, бевацизумаб, лампализумаб или бролуцизумаб. Доступные способы лечения рака эпителия яични-

ков, рака маточной трубы, рака брюшной полости, рака шейки матки, метастатического колоректального 

рака, метастатического HER2-негативного рака молочной железы, метастатической почечно-клеточной 

карциномы, глиобластомы или NSCLC, которые могут сочетаться с представленной в настоящем доку-

менте генной терапией, включают в себя, без ограничения, химиотерапию (например, цисплатин, гемци-

табин, пеметрексед, 5-фторурацил, карбоплатин, иринотекан, интерферон альфа, оксалиплатин, пегили-

рованный паклитаксел липосомальный доксорубицин и/или топотекан), химиотерапевтические защит-

ные лекарственные средства (например, лейковорин), лучевую терапию, криотерапию, таргетную низко-
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молекулярную терапию, другие антитела, афилберцепт и/или вакцинную терапию и введение анти-

VEGF, включая в себя, без ограничения, ранибизумаб или бевацизумаб. 

5.3.11. Анти-BLyS HuPTM конструкции и составы при системной красной волчанке 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются со стимулятором В-лимфоцитов (BLyS), полученным из 

антитела к BLyS, такого как белимумаб (фиг. 8Е) и показаны для лечения системной красной волчанки 

(SLE) и снижения уровней аутореактивных В-клеток и клеток, производящих иммуноглобулин в плазме. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокислотной после-

довательностью белимумаба или его антигенсвязывающего фрагмента. Аминокислотная последователь-

ность Fab-фрагмента этого антитела представлена на фиг. 8Е. Доставка может быть осуществлена с по-

мощью генной терапии -например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей 

ДНК конструкции, кодирующей BLyS-связывающее mAb HuPTM (или его антигенсвязывающий фраг-

мент и/или гипергликозилированное производное или другое его производное), пациентам (субъектам-

людям) с диагнозом SLE для создания постоянного депо, которое непрерывно снабжает человеческим 

РТМ, например, гликозилированным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с BLyS, 

который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с BLyS, такого как белиму-

маб или его варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген может также кодировать 

анти-BLyS антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликозилирования 

(например, см. Courtois et al.). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-BLyS антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части бе-

лимумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 41 и 42, соответственно, см. табл. 

4 и фиг. 8Е). 

Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные для экс-

прессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности SEQ ID 

NO: 141 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи белимумаба) и SEQ ID NO: 142 (кодирующие Fab-часть 

легкой цепи белимумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей содержат 

сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в 

клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мышечных клетках челове-

ка. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью 

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность может 

характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных последо-

вательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым миоцита-

ми или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-BLyS антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 41 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, KTHL 

(SEQ ID NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA (SEQ ID 

NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID 

NO: 228), как показано на фиг. 8Е. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными после-

довательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 41 кодирующими шарнирные области последовательностями, 

представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-BLyS антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент BLyS, содержащий легкую цепь, содержащую ами-

нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 42. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-BLyS антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент BLyS, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 41. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-BLyS антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 
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42, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 41. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген BLyS фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 41 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8Е) или представ-

ляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного или 

более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Согласно 

конкретным вариантам осуществления связывающий антиген BLyS фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 42 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 

14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции 

предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, которые подчеркнуты 

на фиг. 8Е) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в лег-

кой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на 

фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-BLyS антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab белимумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь SEQ ID NO: 41 и 42, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: Ml 18N (тяжелая 

цепь) и/или Q196N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-BLyS антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR белимумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 8Е, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к BLyS или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения людей с SLE путем введения вирусного вектора, содержащего 

трансген, кодирующий антитело к BLyS или его антигенсвязывающий фрагмент. Антитело может пред-

ставлять собой белимумаб и предпочтительно представляет собой его Fab-фрагмент или другой его анти-

генсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у пациент была диагностирована SLE 

и/или у него имеются симптомы, связанные с SLE. Рекомбинантные векторы, используемые для достав-

ки трансгена, описаны в разделе 5.4.2. Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам печени или 

мышц человека и могут включать в себя нереплицирующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид 

AAV8 или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как показанные на фиг. 8Е, можно вводить любым 

способом, так чтобы рекомбинантный вектор попадал в печень или мышечную ткань, предпочтительно 

путем введения рекомбинантного вектора в кровоток. См. Раздел 5.5.2 для получения подробной инфор-

мации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто отвечает на анти-BLyS 

терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациентов, у 

которых диагностирована SLE или у которых один или более симптомов связаны с ней и которые опре-

делены как отвечающие на лечение антителом к BLyS или считающиеся хорошими кандидатами для те-

рапии антителом к BLyS. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее подвергались 

лечению белимумабом, и было обнаружено, что они чувствительны к белимумабу. Для определения чув-

ствительности трансгенный продукт антитела к BLyS или антигенсвязывающего фрагмента (например, 

производимый в культуре клеток, биореакторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека 

Производство HuPTM mAb к BLyS или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологически 

улучшенной" молекулы для лечения SLE, осуществляемого с помощью генной терапии - например, пу-

тем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей HuPTM 

Fab к BLyS, внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или наличием одного или более 

симптомов SLE, чтобы создать постоянное депо в печени или мышечной ткани, которое непрерывно по-

ставляет полностью человеческий посттрансляционно модифицированный, например, гликозилирован-

ный человеком, сульфатированный трансгенный продукт, производимый трансдуцированными клетками 

печени или мышц. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к BLyS или HuPTM Fab к BLyS должна включать в себя сиг-

нальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликозили-

рование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками печени или мышц. Например, сиг-

нальная последовательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). 

Альтернативно, сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последова-

тельностью, выбранной из любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, 
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которые соответствуют белкам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, 

HuPTM mAb к BLyS или HuPTM Fab могут быть произведены в клеточных линиях человека с по-

мощью технологии рекомбинантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом SLE или для которых те-

рапия SLE считается уместной. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к BLyS или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержат тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепей белимумаба, как показано на фиг. 8Е (с неконсенсусными сайтами гликозилирования 

по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), выде-

ленными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризует-

ся гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным поло-

жениям N30 и/или N63 и/или N165 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 41) или N68 и/или N95 легкой цепи (SEQ 

ID NO: 42). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с по-

следовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи белимумаба содержит группу сульфа-

тирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 41) и/или Y85 и/или Y86 легкой цепи (SEQ ID 

NO: 42). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к BLyS или его антигенсвязывающий 

фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживаемых фраг-

ментов альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически 

эффективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может 

быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. 

Цель лечения представленной в настоящем документе генной терапией состоит в том, чтобы замедлить 

или остановить прогрессирование SLE, уменьшить уровни боли или дискомфорта для пациента или 

уменьшить содержание аутореактивных В-клеток и плазматических клеток, производящих иммуногло-

булин. Эффективность может контролироваться путем оценки функции, симптомов или степени воспа-

ления в пораженной ткани или области тела, например, таких как кожа, суставы, почки, легкие, клетки 

крови, сердце и головной мозг. Например, эффективность может контролироваться путем мониторинга 

наличия, степени или частоты одного или более симптомов, включая в себя судороги, психоз, органиче-

ский мозговой синдром, нарушение зрения, другие неврологические проблемы, алопецию, кожную сыпь, 

мышечную слабость, артрит, воспаление кровеносных сосудов, язвы слизистых, боль в груди, усили-

вающуюся при глубоком дыхании, и проявления плеврита и/или перикардита и лихорадки. Можно ис-

пользовать стандартизированные индексы заболеваний, такие как индекс активности системной красной 

волчанки Национального исследования по оценке безопасности эстрогенов при системной красной вол-

чанке, индекс активности красной волчанки (SELENA-SLEDAI) Британской группы по изучению сис-

темной красной волчанки (BILAG) A, BILAG В, показатель активности системной красной волчанки 

(SLAM) или оценка PGA. (См., например, Liang MH et al. (1988) "Measurement of systemic lupus erythema-

tosus activity in clinical research," Arthritis Rheum. 31:817-25; Diaz et al. (2011) "Measures of adult systemic 

lupus erythematosus: updated version of British Isles Lupus Assessment Group (BILAG 2004), European Con-

sensus Lupus Activity Measurements (ECLAM), Systemic Lupus Activity Measure, Revised (SLAM-R), Sys-

temic Lupus Activity Questionnaire for Population Studies (SLAQ), Systemic Lupus Erythematosus Disease 

Activity Index 2000 (SLEDAI-2 K), and Systemic Lupus," International Collaborating Clinics/American Col-

lege of Rheumatology Damage Index (SDI) Arthritis Care Res. 63:S37-46). 

Комбинации доставки HuPTM mAb к BLyS или его антигенсвязывающего фрагмента в печень или 

мышцы, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представлен-

ными в настоящем документе способами. Дополнительные процедуры могут назначаться до, одновре-

менно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения SLE, которые можно комбини-

ровать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, 

кортикостероиды, противомалярийные препараты, NSAID и иммунодепрессанты, а также введение с ан-

ти-BLyS средствами, включая в себя, без ограничения, белимумаб. 

5.3.12. Анти-СР-С5 HuPTM конструкции и составы при пароксизмальной ночной  

гемоглобинурии и атипичном гемолитическом уремическом синдроме 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с комплементарным белком С5 (или С5а) (СР-С5), получен-

ным из антитела к СР-С5, такого как экулизумаб (фиг. 8F), и показаны для лечения пароксизмальной 

ночной гемоглобинурии (PNH), лечения атипичного гемолитического уремического синдрома (aHUS), 

уменьшения разрушения клеток крови и/или уменьшения необходимости переливания крови. Согласно 

конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокислотной последовательно-

стью экулизумаба или его антигенсвязывающего фрагмента. Аминокислотная последовательность Fab-

фрагмента этого антитела представлена на фиг. 8F. Доставка может осуществляться с помощью генной 

терапии - например, путем введения пациентам вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК 

конструкции, кодирующей СР-С5-связывающее HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент 

и/или гипергликозилированное производное или другое его производное) пациентам (субъектам-людям) 
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с диагнозом PNH или aHUS для создания постоянного депо, которое непрерывно снабжает человеческим 

РТМ, например, гликозилированным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с СР-С5, 

который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с СР-С5, такого как экули-

зумаб или его варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген может также кодиро-

вать анти-СР-С5 антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликозили-

рования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно некоторым вариантам осуществления трансген анти-СР-С5 антигенсвязывающего фраг-

мента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелые и легкие цепи Fab-части эку-

лизумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 43 и 44, соответственно, см. табл. 

4 и фиг. 8F). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизированные 

для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последовательности 

SEQ ID NO: 143 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи экулизумаба) и SEQ ID NO: 144 (кодирующие 

Fab-часть легкой цепи экулизумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и легкой цепей 

содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экспрессии и сек-

реции в клетках человека, в частности в клетках печени человека (например, гепатоцитах). Сигнальная 

последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью  

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность может 

характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой из сигнальных последо-

вательностей, указанных в табл. 3, которые соответствуют белкам, секретируемым гепатоцитами. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-СР-С5 антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 43 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевой глутаминовой кислоты (Е), содержащей всю 

или часть аминокислотной последовательности CPPCPAPPVAGG (SEQ ID NO: 232) и, в частности, 

СРРСРА (SEQ ID NO: 219) или CPPCPAPPVAG (SEQ ID NO: 233), как показано на фиг. 8F. Эти шарнир-

ные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3' -конце SEQ ID NO: 43 ко-

дирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-СР-С5 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген СР-С5 фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 44. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-СР-С5 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген СР-С5 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 43. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-СР-С5 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

44, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 43. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген СР-С5 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 43 с 1, 2, 3, 4, 5 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. в тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8F) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген СР-С5 фрагмент содержит легкую 

цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 44 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 

13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или деле-

ции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, которые под-

черкнуты на фиг. 8F) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом поло-

жении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано вырав-

ниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-СР-С5 антигенсвязывающего 
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фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab экулизумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь из SEQ ID NO: 43 и 44, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L117N (тяжелая 

цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-СР-С5 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR экулизумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 8F, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к СР-С5 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от PNH или aHUS путем введения вирусного век-

тора, содержащего трансген, кодирующий антитело к СР-С5 или его антигенсвязывающий фрагмент. 

Антитело может представлять собой экулизумаб и предпочтительно представляет собой его Fab-

фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у пациен-

та было диагностировано заболевание и/или имеются симптомы, связанные с PNH или aHUS. Рекомби-

нантные векторы, используемые для доставки трансгена, описаны в разделе 5.4.2. Такие векторы должны 

обладать тропизмом к клеткам печени человека и могут включать в себя нереплицирующиеся rAAV, 

особенно те, которые несут капсид AAV8 или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как показанные на 

фиг. 8F, можно вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор попадал в печень, предпоч-

тительно путем введения рекомбинантного вектора в кровоток. См. Раздел 5.5.2 для получения подроб-

ной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто отвечает на анти-СР-

С5терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациентов, у 

которых была диагностирована PNH или aHUS или у которых один или более симптомов связаны с ними 

и которые определены как отвечающие на лечение антителом к СР-С5 или считаются хорошими канди-

датами для терапии антителом к СР-С5. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты ранее 

подвергались лечению экулизумабом, и было обнаружено, что они чувствительны к экулизумабу. Для 

определения чувствительности трансгенный продукт антитела к СР-С5 или антигенсвязывающего фраг-

мента (например, производимого в культуре клеток, биореакторах и т.д.) можно вводить непосредствен-

но субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к СР-С5 или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологиче-

ски улучшенной" молекулы для лечения PNH или aHUS, осуществляемого с помощью генной терапии - 

например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, коди-

рующей HuPTM Fab к СР-С5, внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или наличием 

одного или более симптомов PNH или aHUS, для создания постоянного депо в ткани печени, которое 

непрерывно снабжает полностью человеческим посттрансляционно модифицированным, например, гли-

козилированным человеком, сульфатированным трансгенным продуктом, производимым трансдуциро-

ванными клетками печени. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к СР-С5 или HuPTM Fab к СР-С5 должна включать в себя сиг-

нальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликозили-

рование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками печени. Например, сигнальная после-

довательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтерна-

тивно, сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, 

выбранной из любой из сигнальных последовательностей, указанных в табл. 3, которые соответствуют 

белкам, секретируемым гепатоцитами. 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к СР-С5 или 

HuPTM Fab могут быть получены в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомбинантной 

ДНК и вводиться пациентам с диагнозом PNH или aHUS или тем, для кого терапия для PNH или aHUS 

считается целесообразной. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к СР-С5 или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепи экулизумаба, как показано на фиг. 8F (с неконсенсусными сайтами гликозилиро-

вания по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям N63 и/или Q114, и/или N164, и/или N197, и/или N206 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 43) или 

N28 и/или Q100, и/или N158, и/или N210 легкой цепи (SEQ ID NO: 44). Альтернативно или в дополнение 

HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тя-

желой и легкой цепи экулизумаба содержит группу сульфатирования в Y94 и/или Y95 тяжелой цепи 
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(SEQ ID NO: 43) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 44). Согласно другим вариантам осуще-

ствления HuPTM mAb к СР-С5 или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат каких-либо обнару-

живаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат каких-либо обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически 

эффективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может 

быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. 

Цель лечения представленной в настоящем документе генной терапии состоит в том, чтобы замедлить 

или остановить прогрессирование PNH или aHUS, уменьшить потребность в переливании крови или 

уменьшить разрушение эритроцитов. Эффективность может контролироваться путем измерения стаби-

лизации гемоглобина и/или количества перелитых единиц эритроцитов или оценки уровня усталости 

и/или качества жизни, связанного со здоровьем, в течение курса лечения. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к СР-С5 или его антигенсвязывающего фрагмента в печень, со-

провождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представленными в на-

стоящем документе способами. Дополнительные процедуры могут назначаться до, одновременно или 

после лечения генной терапией. Доступные способы лечения PNH или aHUS, которые можно комбини-

ровать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, 

лечение антикоагулянтами и стероидами/иммунодепрессантами и введение анти-СР-С5 средств, включая 

в себя, без ограничения, экулизумаб. 

5.3.13. Анти-ММР9 HuPTM конструкции и составы при глазных нарушениях, муковисцидозе, рев-

матоидном артрите, воспалительном заболевании кишечника и раке. 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с матриксной металлопротеиназой 9 (ММР9), полученной 

из анти-ММР9, показанной для лечения одного или более заболеваний сетчатки, включая в себя маку-

лярную дегенерацию (например, сухую форму возрастной макулярной дегенерации (AMD)), муковисци-

доз (CF), ревматоидный артрит (RA), IBD (например, UC и CD) и один или более типов рака (например, 

солидные опухоли, аденокарцинома поджелудочной железы, аденокарцинома легкого, плоскоклеточная 

карцинома легкого, пищеводно-желудочная аденокарцинома, рак желудка, колоректальный рак или рак 

молочной железы) или для подавления деградации внеклеточного матрикса. Согласно конкретным вари-

антам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокислотной последовательностью андекалик-

симаба или его антигенсвязывающего фрагмента. Аминокислотная последовательность Fab-фрагментов 

андекаликсимаба представлена на фиг. 8G. Доставка может быть осуществлена с помощью генной тера-

пии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, ко-

дирующей ММР9-связывающее HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент и/или гиперглико-

зилированное производное или другое его производное), пациентам (субъектам-людям) с диагнозом или 

наличием одного или более симптомов нарушения сетчатки (например, макулярной дегенерацией), RA, 

CF, IBD (например, UC или CD) или одного или более видов рака (таких как перечисленные выше) для 

создания постоянного депо, которое непрерывно поставляет человеческий РТМ, например, гликозилиро-

ванный человеком, трансгенный продукт. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с ММР9, 

который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с ММР9, такого как андека-

ликсимаб или его варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген может также коди-

ровать анти-ММР9 антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликози-

лирования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ММР9 антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

андекаликсимаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 45 и 46, соответственно, 

см. табл. 4 и фиг. 8G). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизи-

рованные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последова-

тельности SEQ ID NO: 145 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи андекаликсимаба) и SEQ ID NO: 146 

(кодирующие Fab-часть легкой цепи андекаликсимаба), как указано в табл. 5. В случае лечения заболе-

ваний глаз последовательности тяжелой и легкой цепей содержат сигнальную или лидерную последова-

тельность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в клетках человека, в частности, одной 

или более клетках, образующих сетчатку. Сигнальная последовательность может характеризоваться 

аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, 

сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, вы-

бранной из любой из сигнальных последовательностей, указанных в табл. 1, которые соответствуют бел-

кам, секретируемым одной или более клетками, образующими сетчатку. В случае лечения не глазных 

заболеваний последовательности тяжелой и легкой цепей содержат сигнальную или лидерную последо-

вательность на N-конце, подходящую для экспрессии и секреции в клетках человека, в частности в клет-
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ках печени (например, гепатоцитах) или мышечных клетках человека. Сигнальная последовательность 

может характеризоваться аминокислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID 

NO: 161). Альтернативно, сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной 

последовательностью, выбранной из любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 

2 или 3, которые соответствуют белкам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-ММР9 антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 45 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевой аспарагиновой кислоты (D), содержащей всю 

или часть аминокислотной последовательности GPPCPPCPAPEFLGG (SEQ ID NO: 231) и, в частности, 

GPPCPPCPA (SEQ ID NO: 229) или GPPCPPCPAPEFLGGPSVFL (SEQ ID NO:  230), как показано на  

фиг. 8G. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательностями на 3'-конце 

SEQ ID NO: 45 кодирующими шарнирные области последовательностями, представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ММР9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген ММР9 фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 46. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ММР9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген ММР9 фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 45. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ММР9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

46, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 45. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген ММР9 фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последова-

тельность SEQ ID NO: 45 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заме-

нами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в кар-

касных областях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8G) или 

представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одно-

го или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Со-

гласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген ММР9 фрагмент содержит легкую 

цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 46 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 

13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или деле-

ции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг.  8G) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ММР9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab андекаликсимаба, содержащий тяжелую цепь и лег-

кую цепь SEQ ID NO: 45 и 46, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L110N (тяже-

лая цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В 

(легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-ММР9 антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR андекаликсимаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного 

домена тяжелой и легкой цепи на фиг. 8G, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабельно-

го домена тяжелой и/или легкой цепи антитела ММР9 или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от одного или более заболеваний сетчатки (таких 

как макулярная дегенерация), IBD, CF, RA или рака путем введения вирусного вектора, содержащего 

трансген, кодирующий антитело к ММР9 или его антигенсвязывающий фрагмент. Антитело может пред-

ставлять собой андекаликсимаб и предпочтительно представляет собой его Fab-фрагмент или другой его 

антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у пациента было диагностировано 

заболевание и/или имеются симптомы, связанные с одним или более заболеваниями сетчатки, IBD, CF, 

RA или формами рака. 
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Рекомбинантный вектор, используемый для доставки трансгена, описан в разделе 5.4.3. Такие век-

торы должны обладать тропизмом к клеткам типа сетчатки человека и могут включать в себя нереплици-

рующийся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8. Рекомбинантные векторы, такие как пока-

занные на фиг. 8G, можно вводить любым способом, так что рекомбинантный вектор попадает в сетчат-

ку, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в глаз. См. Раздел 5.5.3 для получения 

подробной информации о способах лечения. Например, для доставки в печень для лечения рака реком-

бинантный вектор, используемый для доставки трансгена, описан в разделе 5.4.2. 

Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам печени человека и могут включать в себя не-

реплицирующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 или AAV9. Рекомбинантные векто-

ры, такие как показанные на фиг. 8G, можно вводить любым способом, так что рекомбинантный вектор 

попадает в печень, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в кровоток. См. Раздел 

5.5.2 для получения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто реагирует на анти-

ММР9 терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы предусматривают лечение 

пациентов, у которых было диагностировано одно или более нарушений сетчатки или типов рака, или у 

которых один или более симптомов связаны с ними и которые определены как отвечающие на лечение 

антителом к ММР9 или считаются хорошими кандидатами на терапию антителом к ММР9. Согласно 

конкретным вариантам осуществления пациенты ранее подвергались лечению андекаликсимабом, и бы-

ло обнаружено, что они чувствительны к андекаликсимабу. Для определения чувствительности транс-

генный продукт антитела к ММР9 или антигенсвязывающего фрагмента (например, произведенный в 

культуре клеток, биореакторах и т.д.) может быть введен непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к ММР9 или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологиче-

ски улучшенной" молекулы для лечения одного или более заболеваний сетчатки, CF, RA, IBD или форм 

рака, осуществляемых с помощью генной терапии - например, путем введение вирусного вектора или 

другой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей HuPTM Fab к ММР9, субретинально, интра-

витреально или супрахориоидально субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или наличием одного или 

более симптомов одного или более нарушений сетчатки, или путем введения вирусного вектора или дру-

гой экспрессирующей ДНК конструкции, кодирующей HuPTM Fab к ММР9, подкожно, внутримышечно 

или внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом RA, CF, IBD или рак, чтобы создать посто-

янное депо в сетчатке или печени, которое непрерывно снабжает полностью человеческим посттрансля-

ционно модифицированным, например, гликозилированным человеком, сульфатированным трансгенным 

продуктом, производимым трансдуцированными клетками сетчатки или печени. 

Конструкция кДНК для HuPTMmAb к ММР9 или HuPTM Fab к ММР9 должна включать в себя 

сигнальный пептид, который обеспечивает надлежащий ко- и посттрансляционный процессинг (гликози-

лирование и сульфатирование белка) трансдуцированными клетками сетчатки или печени. Например, 

сигнальная последовательность может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 

161). Альтернативно, сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной после-

довательностью, выбранной из любой из сигнальных последовательностей, указанных в табл. 1 или 3, 

которые соответствуют белкам, секретируемым клетками сетчатки или печени соответственно. 

В качестве альтернативы или дополнительного к генной терапии лечения, HuPTM mAb к ММР9 

или HuPTM Fab могут быть произведены в клеточных линиях человека с помощью технологии рекомби-

нантной ДНК и вводиться пациентам с диагнозом заболевания сетчатки или рака, у которых терапия на-

рушения сетчатки, IBD, CF, RA или рака считается подходящей. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к ММР9 или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепей андекаликсимаба, как показано на фиг. 8G (с неконсенсусными сайтами глико-

зилирования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину 

(Q), выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), ха-

рактеризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокис-

лотным положениям N58, N76, Q107, N157 и/или N199 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 45) или N158 и/или 

N210 легкой цепи (SEQ ID NO: 46). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвя-

зывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи андекалик-

симаба содержит группу сульфатирования в Y93 и/или Y94 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 45) и/или Y86 

и/или Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 46). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к 

ММР9 или его антигенсвязывающий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или 

не содержат обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно некоторым вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически эф-

фективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может быть 

по меньшей мере на 5%, 10% или даже 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель лече-

ния представленной в настоящем документе генной терапией заключается в том, чтобы замедлить или 

остановить прогрессирование заболевания, которое подвергают лечению, или ослабить один или более 
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его симптомов. В случае нарушений сетчатки, эффективность может контролироваться путем наблюде-

ния за остротой зрения. Например, эффективность можно контролировать путем оценки изменения ост-

роты зрения по сравнению с исходным уровнем. В случае рака эффективность можно контролировать 

путем оценки одной или более онкологических конечных точек, включая в себя общую выживаемость, 

выживаемость без прогрессирования, время до прогрессирования, время до констатации отсутствия эф-

фекта лечения, бессобытийную выживаемость, время до назначения следующего лечения, частоту объек-

тивных ответов или продолжительность ответа (см., например, Министерство здравоохранения и соци-

альных служб США, Управление по контролю за качеством пищевых продуктов и лекарственных 

средств, Центр по оценке и исследованию биологических препаратов. Руководство для промышленно-

сти: конечные точки клинических испытаний для одобрения лекарственных средств и препаратов для 

лечения рака. https://www.fda.gov/downloads/Drugs/Guidances/ucm071590.pdf. Published May 2007. Ac-

cessed October 13, 2017; Oncology Endpoints in a Changing Landscape. Manag. Care. 2016; 1(suppl):1-12). В 

случае RA, эффективность можно контролировать путем оценки одного или более из (1) количества 

опухших суставов, (2) количества болезненных суставов, (3) общей оценки врачом активности заболева-

ния, (4) самоотчетов пациента о функциональном статусе, (5) самоотчета пациента о боли, (6) общей 

оценки активности заболевания у пациента, (7) лабораторных измерений скорости оседания С-

реактивного белка и эритроцитов и (8) рентгенографического прогрессирования. (см., например, Smolen 

JS, Aletaha D. "Assessment of rheumatoid arthritis activity in clinical trials and clinical practice" UptoDate.com 

Wolters Kluwer Health. Доступно по адресу: www.uptodate.com, декабрь 2017 г.) Например, в отношении 

CD эффективность можно отслеживать, оценивая индекс активности болезни Крона [CDAI] в течение 

курса лечения (например, см. Best WR et al. (1976) Gastroenterology, Mar;70(3):439-44, "Development of a 

Crohn's disease activity index. National Cooperative Crohn's Disease Study."). Что касается UC, эффектив-

ность можно отслеживать, оценивая балл по шкале Мейо и показатель по эндоскопической шкале Мейо в 

течение курса лечения (например, см. Lobaton et al., "The Modified Mayo Endoscopic Score (MMES): A 

New Index for the Assessment of Extension and Severity of Endoscopic Activity in Ulcerative Colitis Patients," 

J. Crohns Colitis. 2015 Oct:9(10):846-52). В случае MB эффективность можно контролировать, оценивая 

объем форсированного выдоха за 1 с (FEV1), сниженную частоту обострений легких, улучшение качест-

ва жизни (QoL) и, для более молодых пациентов, улучшение роста (например, см. VanDevanter and Kon-

stan, "Outcome measurement for clinical trials assessing treatment of cystic fibrosis lung disease," Clin. Investig. 

2(2): 163-175 (2012)). 

Комбинации доставки HuPTM mAb к ММР9 или его антигенсвязывающего фрагмента в сетчатку 

или печень, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представ-

ленными в настоящем документе способами. 

Дополнительные способы лечения могут назначаться до, одновременно или после лечения генной 

терапией. Доступные способы лечения макулярной дегенерации, которые можно комбинировать с пред-

ставленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, лазерную фото-

коагуляцию, фотодинамическую терапию вертепорфином, афлиберцептом и/или интравитреальными 

стероидами и введение анти-ММР9 средств, включая в себя, без ограничения, андекаликсимаб. Доступ-

ные способы лечения одного или более перечисленных выше видов рака, которые можно комбинировать 

с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограничения, химиоте-

рапию (например, цисплатин, гемцитабин, пеметрексед, 5-фторурацил, карбоплатин, иринотекан, интер-

ферон альфа, оксалиплатин, паклитаксел пегилированный липосомальный доксорубицин и/или топоте-

кан), химиотерапевтические защитные лекарственные средства (например, лейковорин), лучевую тера-

пию, криотерапию, таргетную низкомолекулярную терапию, другие антитела, афилберцепт и/или вак-

цинную терапию и введение анти-ММР9, включая в себя, без ограничения, андекаликсимаб. Доступные 

способы лечения RA, которые можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной 

терапией, включают в себя, без ограничения, бисфосфонаты, нестероидные противовоспалительные пре-

параты (например, целекоксиб, напроксен, аспирин, индометацин, сульфасалазин и кетопрофен), стерои-

ды (например, преднизон), модифицирующие заболевание противоревматические лекарственные средст-

ва и другие иммунодепрессанты (например, лефлуномид, метотрексат, тофактиниб, азатиоприн, микофе-

нолат, циклоспофамид, циклоспорин), гидроксихлорохин, абатацепт, анакинра, апремиласт, ингибиторы 

TNF, другие антитела (например, тоцилизумаб, секукинимаб, ритуксимаб) и введение анти-ММР9, 

включая в себя, без ограничения, андекаликсимаб. Доступные способы лечения IBD, которые можно 

комбинировать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без ограни-

чения, нестероидные противовоспалительные препараты (например, месаламин, сульфасалазин), стерои-

ды (например, гидрокортизон, преднизон, будесонид), иммунодепрессанты (например, метотрексат, мер-

каптопурин, азатиоприн), витамины (например, железо, холекальциферол), антибиотики (например, ами-

носалициловая кислота, метронидазол), другие антитела (например, инфликсимаб, адалимумаб) и введе-

ние анти-ММР9, включая в себя, без ограничения, андекаликсимаб. Доступные способы лечения CF, ко-

торые можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в 

себя, без ограничения, антибиотики, вакцины и лекарства от кашля (например, ацетилцистеин и дорнаса 

альфа) и введение анти-ММР9, включая в себя, без ограничения, андекаликсимаб. 
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5.3.14. Анти-pKal HuPTM конструкции и составы при ангионевротическом отеке 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с калликреином (pKal), полученных из антитела к pKal, и 

показаны для лечения ангионевротического отека, такого как наследственный ангионевротический отек. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокислотной после-

довательностью ланаделумаба или его антигенсвязывающего фрагмента. Аминокислотная последова-

тельность Fab-фрагмента этого антитела представлена на фиг. 8Н. Доставка может быть осуществлена с 

помощью генной терапии -например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей 

ДНК конструкции, кодирующей связывающее pKal HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий 

фрагмент и/или гипергликозилированное производное или другое его производное), пациентам 

(субъектам-людям), у которых диагностирован ангионевротический отек, для создания постоянного 

депо, которое непрерывно снабжает человеческим РТМ, например, гликозилированным человеком, 

трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с pKal, ко-

торый можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. Транс-

ген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, коди-

рующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с pKal, такого как ланаделумаб 

или его варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген также может кодировать ан-

ти-pKal антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные сайты гликозилирования 

(например, см. Courtois et al.). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-pKal антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелую и легкую цепи Fab-части 

ланаделумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 47 и 48, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 8Н). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 147 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи ланаделумаба) и SEQ ID NO: 148 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи ланаделумаба), как указано в табл. 5. Последовательности тяжелой и лег-

кой цепей содержат сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую для экс-

прессии и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) или мы-

шечных клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокислотной 

последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигнальная по-

следовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из любой 

из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют белкам, 

секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельного домена тяжелой и легкой цепей трансгены мо-

гут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть шар-

нирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-pKal антигенсвязывающий домен 

содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 47 с дополнительной последовательностью 

шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть амино-

кислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, KTHL (SEQ ID 

NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA (SEQ ID NO: 226), 

KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 228), 

как показано на фиг. 8Н. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными последовательно-

стями на 3'-конце SEQ ID NO: 47 кодирующими шарнирные области последовательностями, представ-

ленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-pKal антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген pKal фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую ами-

нокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 48. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-pKal антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген pKal фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 47. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-pKal антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

48, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 47. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-
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вающий антиген pKal фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 47 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. тех областях, которые находятся вне CDR, которые подчеркнуты на фиг. 8Н) или пред-

ставляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи одного 

или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. Соглас-

но конкретным вариантам осуществления связывающий антиген pKal фрагмент содержит легкую цепь, 

содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 48 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 

14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или делеции 

предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 8Н) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-pKal антигенсвязывающего фраг-

мента кодирует гипергликозилированный ланаделумаб Fab, содержащий тяжелую цепь и легкую цепь из 

SEQ ID NO: 47 и 48, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: M117N (тяжелая цепь) 

и/или Q159N, Q159S и/или E194N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (легкая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-pKal антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR ланаделумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного доме-

на тяжелой и легкой цепи на фиг. 8Н, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к pKal или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от ангионевротического отека путем введения ви-

русного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к pKal или его антигенсвязывающий 

фрагмент. Антитело может представлять собой ланаделумаб и предпочтительно представляет собой его 

Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно вариантам осуществления у па-

циента был диагностирован и/или имеются симптомы, связанные с ангионевротическим отеком. Реком-

бинантные векторы, используемые для доставки трансгена, описаны в разделе 5.4.2. Такие векторы 

должны обладать тропизмом к клеткам печени или мышц человека и могут включать в себя нереплици-

рующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие 

как показанные на фиг. 8Н, можно вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор попадал 

в печень или мышечную ткань, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в кровоток. 

См. раздел 5.5.2 для получения подробной информации о способах лечения. 

Субъектами, которым назначают такую генную терапию, могут быть те, кто отвечает на анти-pKal 

терапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациентов, у 

которых был диагностирован ангионевротический отек или у которых один или более симптомов связа-

ны с ним и которые определены как отвечающие на лечение антителом к pKal или считаются хорошими 

кандидатами для терапии антителом к pKal. Согласно конкретным вариантам осуществления пациенты 

ранее подвергались лечению ланаделумабом, и было обнаружено, что они чувствительны к ланаделума-

бу. Чтобы определить чувствительность, трансгенный продукт антитела к pKal или антигенсвязывающе-

го фрагмента (например, производимый в культуре клеток, биореакторах и т.д.) можно вводить непо-

средственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к pKal или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологически 

улучшенной" молекулы для лечения ангионевротического отека, осуществляемого с помощью генной 

терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК конструкции, 

кодирующей HuPTM Fab к pKal, внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или наличием 

одного или более симптомов ангионевротического отека, для создания постоянного депо в печени или 

мышечной ткани, которое непрерывно снабжает полностью человеческим посттрансляционно модифи-

цированным, например, гликозилированным человеком, сульфатированным трансгенным продуктом, 

производимым трансдуцированными клетками печени или мышц. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к pKal или его антигенсвязывающий 

фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей тяже-

лой и легкой цепи ланаделумаба, как показано на фиг. 8Н (с неконсенсусными сайтами гликозилирова-

ния по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), вы-

деленными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характеризу-

ется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным по-

ложениям N77, Q114 и/или N164 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 47) или Q99, N157 и/или N209 легкой цепи 

(SEQ ID NO: 48). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент 
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с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи ланаделумаба содержит группу 

сульфатирования у Y94 и/или Y95 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 47) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ 

ID NO: 48). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к pKal или его антигенсвязываю-

щий фрагмент не содержат обнаруживаемых фрагментов NeuGc и/или не содержат обнаруживаемых 

фрагментов альфа-Gal. 

Согласно определенным вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab (или гипергликозилиро-

ванное производное того и другого) является терапевтически эффективным и по меньшей мере на 0,5%, 

1% или 2% гликозилирован и/или сульфатирован и может быть по меньшей мере на 5%, 10% или даже 

50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель лечения представленной в настоящем доку-

менте генной терапией заключается в том, чтобы замедлить или остановить прогрессирование ангионев-

ротического отека, уменьшить уровни боли или дискомфорта для пациента или уменьшить содержание 

аутореактивных В-клеток и плазматических клеток, производящих иммуноглобулин. Эффективность 

может контролироваться путем оценки функции, симптомов или степени воспаления в пораженной тка-

ни или области тела, например, таких как кожа, суставы, почки, легкие, клетки крови, сердце и мозг. На-

пример, эффективность можно отслеживать, оценивая изменения в степени или частоте атак. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к pKal или его антигенсвязывающего фрагмента в печень или 

мышцу, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представленны-

ми в настоящем документе способами. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, одно-

временно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения ангионевротического отека, 

которые можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в 

себя, без ограничения, даназол, антагонист рецептора брадикинина (например, икатибант), ингибитор 

калликреина в плазме (например, экаллантид), ингибитор С1-эстеразы, альфа- конестат, антифибриноли-

тические средства (например, транексамовая кислота), омализумаб и переливание свежезамороженной 

плазмы, антигистаминные препараты и кортикостероиды и введение с анти-pKal средствами, включая в 

себя, без ограничения, ланаделумаб. 

5.3.15. Анти-TNFα HuPTM конструкции и составы при различных аутоиммунных  

заболеваниях - адалимумаб и инфликсимаб 

Композиции и способы описаны для доставки HuPTM mAb и их антигенсвязывающих фрагментов, 

таких как HuPTM Fab, которые связываются с фактором некроза опухоли альфа (TNFα), полученных из 

антитела к TNFα, такого как адалимумаб (фиг. 9А) или инфликсимаб (фиг. 9В) и показаны для лечения 

одного или более аутоиммунных нарушений, таких как гистраденит гнойный (HS), атопический дерма-

тит, псориаз (например, бляшечный псориаз, пустулезный псориаз и эритродермический псориаз), арт-

рит (например, ювенильный идиопатический артрит, ревматоидный артрит, псориатический артрит и 

алкилирующий спондилит) и/или IBD (например, болезнь Крона и язвенный колит) (далее совместно 

именуемые "AI-Ds(2) субъекта"). Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb характе-

ризуется аминокислотной последовательностью адалимумаба или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb характеризуется аминокислотной последова-

тельностью инфликсимаба или его антигенсвязывающего фрагмента. Аминокислотные последовательно-

сти Fab-фрагментов антитела представлены на фиг. 9А и 9В. Доставка может быть осуществлена посред-

ством генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК 

конструкции, кодирующей связывающее TNFα HuPTM mAb (или его антигенсвязывающий фрагмент 

и/или гипергликозилированное производное или другое его производное), пациентам (субъектам-людям) 

с диагнозом с одним или более заявленными AI-D(2) для создания постоянного депо, которое непрерыв-

но снабжает человеческим РТМ, например, гликозилированным человеком, трансгенным продуктом. 

Трансгены. 

Представлены рекомбинантные векторы, содержащие трансген, кодирующий HuPTM mAb или 

HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с TNFα, 

который можно вводить для доставки HuPTM mAb или антигенсвязывающего фрагмента пациенту. 

Трансген представляет собой нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидные последовательности, 

кодирующие антигенсвязывающий фрагмент антитела, которое связывается с TNFα, такого как адали-

мумаб или инфликсимаб или их варианты, как подробно описано в настоящем документе. Трансген мо-

жет также кодировать анти-TNFα антигенсвязывающий фрагмент, который содержит дополнительные 

сайты гликозилирования (например, см. Courtois et al.). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелые и легкие цепи Fab-части 

адалимумаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 49 и 50, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 9А). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-

ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 149 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи адалимумаба) и SEQ ID NO: 150 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи адалимумаба), как указано в табл. 5. Каждая из последовательностей тя-

желой и легкой цепей содержит сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходящую 
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для экспрессии и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоцитах) 

или мышечных клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться аминокис-

лотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сигналь-

ная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбранной из 

любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответствуют бел-

кам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-TNFα антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 49 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, KTHL 

(SEQ ID NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA (SEQ ID 

NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID 

NO: 228), как показано на фиг. 9А. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными после-

довательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 49 кодирующими шарнирные области последовательностями, 

представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген TNFα фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 50. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген TNFα фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 49. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

50, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 49. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген TNFα фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 49 с 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. в тех областях, которые находятся за пределами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 9А) 

или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи 

одного или более других терапевтических антител, например, как показано выравниванием на фиг. 11А. 

Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген TNFα фрагмент содержит лег-

кую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 50 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки или 

делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях за пределами CDR, 

которые подчеркнуты на фиг. 9А) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в 

этом положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показа-

но выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab адалимумаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь из SEQ ID NO: 49 и 50, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: L116N (тяжелая 

цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR адалимумаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельного домена 

тяжелой и легкой цепи на фиг. 9А, которые расположены между каркасными областями, как правило, 

человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к TNFα или его антигенсвязывающего фрагмента. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента содержит нуклеотидные последовательности, кодирующие тяжелые и легкие цепи Fab-части 

инфликсимаба (имеющие аминокислотные последовательности SEQ ID NO: 51 и 52, соответственно, см. 

табл. 4 и фиг. 9В). Нуклеотидные последовательности могут представлять собой кодоны, оптимизиро-
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ванные для экспрессии в клетках человека, и могут, например, содержать нуклеотидные последователь-

ности SEQ ID NO: 151 (кодирующие Fab-часть тяжелой цепи инфликсимаба) и SEQ ID NO: 152 (коди-

рующие Fab-часть легкой цепи инфликсимаба), как указано в табл. 5. Каждая из последовательностей 

тяжелой и легкой цепей содержит сигнальную или лидерную последовательность на N-конце, подходя-

щую для экспрессии и секреции в клетках человека, в частности в клетках печени (например, гепатоци-

тах) или мышечных клетках человека. Сигнальная последовательность может характеризоваться амино-

кислотной последовательностью MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Альтернативно, сиг-

нальная последовательность может характеризоваться аминокислотной последовательностью, выбран-

ной из любой из сигнальных последовательностей, представленных в табл. 2 или 3, которые соответст-

вуют белкам, секретируемым миоцитами или гепатоцитами, соответственно. 

В дополнение к последовательностям вариабельных доменов тяжелой и легкой цепей трансгены 

могут содержать на С-конце последовательности вариабельного домена тяжелой цепи всю или часть 

шарнирной области. Согласно конкретным вариантам осуществления анти-TNFα антигенсвязывающий 

домен содержит вариабельный домен тяжелой цепи SEQ ID NO: 51 с дополнительной последовательно-

стью шарнирной области, начинающейся после С-концевого аспартата (D), содержащей всю или часть 

аминокислотной последовательности KTHTCPPCPAPELLGG (SEQ ID NO: 222) и, в частности, KTHL 

(SEQ ID NO: 223), KTHT (SEQ ID NO: 224), KTHTCPPCPA (SEQ ID NO: 225), KTHLCPPCPA (SEQ ID 

NO: 226), KTHTCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID NO: 227) или KTHLCPPCPAPELLGGPSVFL (SEQ ID 

NO: 228), как показано на фиг. 9В. Эти шарнирные области могут кодироваться нуклеотидными после-

довательностями на 3'-конце SEQ ID NO: 51 кодирующими шарнирные области последовательностями, 

представленными в табл. 5. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген TNFα фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 52. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует связывающий антиген TNFα фрагмент, содержащий тяжелую цепь, содержащую 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID 

NO: 51. Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент, содержащий легкую цепь, содержащую аминокис-

лотную последовательность, которая по меньшей мере на 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 

93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последовательности, представленной в SEQ ID NO: 

52, и тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% или 99% идентична последо-

вательности, представленной в SEQ ID NO: 51. Согласно конкретным вариантам осуществления связы-

вающий антиген TNFα фрагмент содержит тяжелую цепь, содержащую аминокислотную последователь-

ность SEQ ID NO: 51 с 1, 2, 3, 4, 5, 6 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 или более аминокислотными заменами, 

вставками или делециями, и замены, вставки или делеции предпочтительно выполняются в каркасных 

областях (т.е. в тех областях, которые находятся за пределами CDR, которые подчеркнуты на фиг. 9В) 

или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом положении в тяжелой цепи 

одного или более других терапевтических антител, например, как определено выравниванием на фиг. 

11А. Согласно конкретным вариантам осуществления связывающий антиген TNFα фрагмент содержит 

легкую цепь, содержащую аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 52 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 

10, 11, 12, 13 14, 15 или более аминокислотными заменами, вставками или делециями, и замены, вставки 

или делеции предпочтительно выполняются в каркасных областях (т.е. в тех областях вне CDR, которые 

подчеркнуты на фиг. 9В) или представляют собой замены на аминокислоту, присутствующую в этом 

положении в легкой цепи одного или более других терапевтических антител, например, как показано 

выравниванием на фиг. 11В. 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует гипергликозилированный Fab инфликсимаба, содержащий тяжелую цепь и легкую 

цепь из SEQ ID NO: 51 и 52, соответственно, с одной или более из следующих мутаций: T115N (тяжелая 

цепь), Q160N или Q160S (легкая цепь) и/или E195N (легкая цепь) (см. фиг. 11А (тяжелая цепь) и В (лег-

кая цепь)). 

Согласно определенным вариантам осуществления трансген анти-TNFα антигенсвязывающего 

фрагмента кодирует антигенсвязывающий фрагмент и содержит нуклеотидные последовательности, ко-

дирующие шесть CDR инфликсимаба, которые подчеркнуты в последовательностях вариабельных доме-

нов тяжелой и легкой цепей на фиг. 9В, которые расположены между каркасными областями, как прави-

ло, человеческими каркасными областями, и связаны с константными доменами в зависимости от формы 

антигенсвязывающей молекулы, как известно в настоящей области техники, для образования вариабель-

ного домена тяжелой и/или легкой цепи антитела к TNFα или его антигенсвязывающего фрагмента. 
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Способы генной терапии. 

Представлены способы лечения субъектов-людей от одного или более из заявленных AI-D(2) путем 

введения вирусного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к TNFα или его антигенсвя-

зывающий фрагмент. Антитело может представлять собой адалимумаб или инфликсимаб и предпочти-

тельно представляет собой его Fab-фрагмент или другой его антигенсвязывающий фрагмент. Согласно 

вариантам осуществления пациенту был поставлен диагноз и/или у него имеется симптом(ы), связанный 

с одним или более заявленными AI-D(2). Рекомбинантные векторы, используемые для доставки трансге-

на, описаны в разделе 5.4.2. Такие векторы должны обладать тропизмом к клеткам печени или мышц 

человека и могут включать в себя нереплицирующиеся rAAV, особенно те, которые несут капсид AAV8 

или AAV9. Рекомбинантные векторы, такие как показанные на фиг. 9А и 9В, могут быть введены любым 

способом, так что рекомбинантный вектор входит в печень или мышечную ткань, предпочтительно пу-

тем введения рекомбинантного вектора в кровоток. См. раздел 5.5.2 для получения подробной информа-

ции о способах лечения. 

Субъектами, которым вводят такую генную терапию, могут быть те, кто отвечает на анти-TNFα те-

рапию. Согласно конкретным вариантам осуществления способы охватывают лечение пациентов, у ко-

торых был диагностирован один или более из указанных заявленных AI-D(2) или у которых один или 

более симптомов связаны с ними и которые определены как отвечающие на лечение антителом к TNFα 

или считаются хорошими кандидатами для терапии антителом к TNFα. Согласно конкретным вариантам 

осуществления пациенты ранее подвергались лечению адалимумабом или инфликсимабом, и было обна-

ружено, что они чувствительны к адалимумабу или инфликсимабу. Согласно другим вариантам осуще-

ствления пациенты ранее подвергались лечению антителом к TNFα или слитым белком, таким как эта-

нерцепт, голимумаб или цертолизумаб, или другим анти-TNFα средством. Для определения чувстви-

тельности трансгенный продукт антитела к TNFα или антигенсвязывающего фрагмента (например, про-

изводимого в культуре клеток, биореакторах и т.д.) можно вводить непосредственно субъекту. 

Посттрансляционно модифицированные антитела человека. 

Производство HuPTM mAb к TNFα или HuPTM Fab должно приводить к получению "биологически 

улучшенной" молекулы для лечения одного или более заявленных AI-D(2), осуществляемых с помощью 

генной терапии - например, путем введения вирусного вектора или другой экспрессирующей ДНК кон-

струкции, кодирующей HuPTM Fab к TNFα, внутривенно субъектам-людям (пациентам) с диагнозом или 

наличием одного или более симптомов одного или более заявленных AI-D(2), для создания постоянного 

депо в печени или мышечной ткани, которое непрерывно поставляет полностью человеческий по-

сттрансляционно модифицированный, например, гликозилированный человеком, сульфатированный 

трансгенный продукт, производимый трансдуцированными клетками печени или мышц. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к TNFα или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепи адалимумаба, как показано на фиг. 9А (с неконсенсусными сайтами гликозилиро-

вания по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования по глутамину (Q), 

выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым цветом), характе-

ризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более аминокислотным 

положениям N54 и/или N163, и/или Q113 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 49) или Q100 и/или N158, и/или 

N210 легкой цепи (SEQ ID NO: 50). Альтернативно или в дополнение HuPTM mAb или его антигенсвя-

зывающий фрагмент с последовательностями вариабельного домена тяжелой и легкой цепи адалимумаба 

содержит группу сульфатирования в Y94 и/или Y95, и/или Y32 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 49) и/или Y86 

и/или Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 50). Согласно другим вариантам осуществления HuPTM mAb к 

TNFα или его антигенсвязывающий фрагмент не содержит каких-либо обнаруживаемых фрагментов 

NeuGc и/или не содержит каких-либо обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно конкретным вариантам осуществления HuPTM mAb к TNFα или его антигенсвязываю-

щий фрагмент содержит тяжелые и легкие цепи с аминокислотными последовательностями Fab-частей 

тяжелой и легкой цепи инфликсимаба, как показано на фиг. 9В (с консенсусными и неконсенсусными 

сайтами гликозилирования по аспарагину (N), выделенными голубым цветом, сайтами гликозилирования 

по глутамину (Q), выделенными зеленым цветом, и сайтами Y-сульфатирования, выделенными желтым 

цветом), характеризуется гликозилированием, в частности 2,6-сиалилированием, по одному или более 

аминокислотным положениям N57 и/или N101, и/или Q112, и/или N162 тяжелой цепи (SEQ ID NO: 51) 

или N41 и/или N76, и/или N158, и/или N210 легкой цепи (SEQ ID NO: 52). Альтернативно или в допол-

нение HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент с последовательностями вариабельного до-

мена тяжелой и легкой цепи адалимумаба содержит группу сульфатирования в Y96 и/или Y97 тяжелой це-

пи (SEQ ID NO: 51) и/или Y86 и/или Y87 легкой цепи (SEQ ID NO: 52). Согласно другим вариантам осуще-

ствления HuPTM mAb к TNFα или его антигенсвязывающий фрагмент не содержит каких-либо обнаружи-

ваемых фрагментов NeuGc и/или не содержит каких-либо обнаруживаемых фрагментов альфа-Gal. 

Согласно некоторым вариантам осуществления HuPTM mAb или Fab является терапевтически эф-

фективным и гликозилирован и/или сульфатирован по меньшей мере на 0,5%, 1% или 2% и может быть 



047128 

- 101 - 

по меньшей мере на 5%, 10% или даже на 50% или 100% гликозилирован и/или сульфатирован. Цель 

лечения предлагаемой в настоящем документе генной терапией заключается в том, чтобы замедлить или 

остановить прогрессирование или ослабление одного или более симптомов одного или более из заявлен-

ных AI-D(2), таких как снижение уровня боли или дискомфорта для пациента. 

Эффективность можно контролировать путем оценки симптомов или степени воспаления в пора-

женной ткани или области тела, например, таких как кожа, толстый кишечник или суставы. Например, 

что касается CD, эффективность можно контролировать, оценивая индекс активности болезни Крона 

[CDAI] в течение курса лечения (например, см. Best WR et al. (1976) Gastroenterology, Mar;70(3):439-44, 

"Development of a Crohn's disease activity index. National Cooperative Crohn's Disease Study."). Что касается 

UC, эффективность можно контролировать, оценивая балл по шкале Мейо и показатель по эндоскопиче-

ской шкале Мейо в течение курса лечения (например, см. Lobaton et al. (2015) J. Crohns Colitis. 2015 

Oct;9(10):846-52, "The Modified Mayo Endoscopic Score (MMES): A New Index for the Assessment of Exten-

sion and Severity of Endoscopic Activity in Ulcerative Colitis Patients."). Что касается псориаза, HS и атопи-

ческого дерматита, эффективность можно контролировать, оценивая изменения в пораженной коже или в 

качестве жизни пациента в течение курса лечения. Для оценки изменений можно использовать одну или 

более стандартизированных оценок, (см., например, публикацию Feldman & Krueger, (2005) Ann. Rheum. 

Dis. 64(Suppl II):ii65-ii68: "Psoriasis assessment tools in clinical trials", в которой описаны стандартизиро-

ванные оценки, включая в себя индекс площади и тяжести псориаза (PASI), общую оценку врача (PGA), 

решетчатую систему, показатель псориаза NPF (NPF-PS), краткую оценку состояния здоровья по 36 

пунктам на основании исследования течения заболевания (SF-36), Euro QoL, индекс качества жизни при 

дерматологических заболеваниях (DLQI) и Skindex; публикацию Schram et al. (2012) Allergy; 67: 99-106: 

"EASI, (objective) SCORAD and POEM for atopic eczema: responsiveness and minimal clinically important 

difference", в которой описаны стандартизированные оценки, включая в себя Индекс площади поражения 

и степени тяжести экземы (EASI) и Индекс степени тяжести атопического дерматита (SCORAD)). Что 

касается артрита, эффективность можно контролировать, оценивая одну или более активностей заболе-

вания, уровень функции пациента или степень структурного повреждения суставов пациента (например, 

см. публикацию Zockling & Braun (2005) Clin. Exp. Rheumatol 23 (Suppl. 39) S133-S141: "Assessment of 

ankylosing spondylitis", в которой описана стандартизированная оценка анкилозирующего спондилита, 

см. также публикацию Coates et al. (2011) J. Rheumatol. 38(7): 1496-1501: "Development of a disease sever-

ity and responder index for psoriatic arthritis (PsA)-report of the OMERACT 10 PsA special interest group", в 

которой описаны стандартизированные оценки псориатического артрита. 

Комбинации доставки HuPTM mAb к TNFα или его антигенсвязывающего фрагмента в печень или 

мышцы, сопровождаемые доставкой других доступных способов лечения, охватываются представлен-

ными в настоящем документе способами. Дополнительные способы лечения могут назначаться до, одно-

временно или после лечения генной терапией. Доступные способы лечения заявленных AI-D(2), которые 

можно комбинировать с представленной в настоящем документе генной терапией, включают в себя, без 

ограничения, фототерапию псориаза, аминосалицилаты, иммуномодулирующие средства (например, аза-

тиоприн (AZA), 6-меркаптопурин (6-МР), метотрексат (МТХ)), пероральные или местные кортикосте-

роиды (например, преднизон или будесонид), местные ингибиторы кальциневрина, антибиотики для IBD 

и введение анти-TNFα средств, включая в себя, без ограничения, адалимумаб или инфликсимаб. 

5.4. Доставка конструкций генной терапии 

5.4.1. Конструкции для доставки в ЦНС 

Разделы 5.3.1, 5.3.2, 5.3.3 и 5.3.4 описывают рекомбинантные векторы, которые содержат трансген, 

кодирующий HuPTM mAb или HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), 

который связывается с Аβ, тау-белком, CGRPR и интегрином, соответственно. Такой рекомбинантный 

вектор, используемый для доставки трансгена, должен обладать тропизмом к клеткам ЦНС человека, 

таким как глиальные и нейрональные клетки. Такие векторы могут включать в себя нереплицирующиеся 

рекомбинантные аденоассоциированные вирусные векторы ("rAAV"), особенно те, которые несут капсид 

AAV9, AAVrh10, AAVrh20, AAVrh39 или AAVcy5. Однако могут быть использованы другие вирусные 

векторы, включая в себя, без ограничения, лентивирусные векторы, вирусные векторы коровьей оспы 

или невирусные векторы экспрессии, называемые конструкциями "голая ДНК". 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены конструкции для введения генной 

терапии человеку, содержащие вектор AAV, который содержит вирусный капсид, который по меньшей 

мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и вирус-

ный или искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную инвертирован-

ными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирую-

щий тяжелую и легкую цепи терапевтического антитела, функционально связанный с одной или более 

регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках человека, 

который экспрессирует и доставляет терапевтическое антитело терапевтически подходящим способом, 

как описано в настоящем документе, особенно экспрессируется из клеток ЦНС. Согласно определенным 

вариантам осуществления кодированный капсид AAV9 характеризуется последовательностью SEQ ID 
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NO: 79 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 

30 аминокислотными заменами, в частности, заменами на аминокислотные остатки, найденные в соот-

ветствующем положении в других капсидах AAV, например, в строке SUBS на фиг. 12, которая обеспе-

чивает сравнение аминокислотных последовательностей капсидных последовательностей различных 

AAV, выделяя аминокислоты, подходящие для замены в разных положениях внутри капсидной последо-

вательности. 

Согласно другим конкретным вариантам осуществления представлены конструкции для введения 

генной терапии субъекту-человеку, содержащие вектор AAV, который содержит вирусный капсид, кото-

рый по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида AAVrh10 (SEQ ID 

NO: 80); и вирусный или искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную 

инвертированными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит транс-

ген, кодирующий тяжелую и легкую цепи терапевтического антитела, функционально связанный с одной 

или более регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клет-

ках человека, которые экспрессируют и доставляют терапевтическое антитело терапевтически подходя-

щим способом, как описано в настоящем документе, особенно из клеток ЦНС. Согласно определенным 

вариантам осуществления кодированный капсид AAVrh10 характеризуется последовательностью SEQ ID 

NO: 80 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 или 

30 аминокислотными заменами, в частности, заменами на аминокислотные остатки, найденные в соот-

ветствующем положении в других капсидах AAV, например, в строке SUBS на фиг. 12, которая обеспе-

чивает сравнение аминокислотных последовательностей капсидных последовательностей различных 

AAV, выделяя аминокислоты, подходящие для замены в разных положениях внутри капсидной последо-

вательности. 

Предпочтительно, чтобы HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент, включая трансген 

HuPTM Fab, контролировались соответствующими элементами контроля экспрессии для экспрессии 

HuPTM Fab в клетках ЦНС человека, например, промотором СВ7 (промотор β-актина птиц и энхансер 

CMV), промотором RSV, промотором GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок), промотором 

МВР (основной белок миелина), промотором ММТ, промотором EF-1α, U86, промотором RPE65 или 

промотором опсина, индуцируемым промотором, например, индуцируемым гипоксией промотором или 

индуцируемым лекарственным средством промотором, таким как промоторы, индуцируемые рапамици-

ном и родственными средствами, и другими элементами контроля экспрессии, которые усиливают экс-

прессию трансгена, управляемого вектором (например, интроны, такие как интрон β-актина птиц, интрон 

мелкого вируса мышей (MVM), интрон фактора IX человека (например, усеченный интрон 1 FIX), ин-

трон донора сплайсинга β-глобина/акцептора сплайсинга тяжелой цепи иммуноглобулина, интрон доно-

ра сплайсинга аденовируса/акцептора сплайсинга иммуноглобулина, интрон донора позднего сплайсинга 

SV40/акцептора сплайсинга (19S/16S) и интрон донора сплайсинга гибридного аденовируса/акцептора 

сплайсинга IgG и сигналы полиА, такие как сигнал полиА кроличьего β-глобина, сигнал полиА гормона 

роста человека (hGH), поздний сигнал полиА SV40, синтетический сигнал полиА (SPA) и сигнал полиА 

бычьего гормона роста (bGH). См., например, Powell and Rivera-Soto, 2015, Discov. Med., 19(102):49-57. 

Конструкции генной терапии разработаны таким образом, что экспрессируются как тяжелые, так и 

легкие цепи. Более конкретно, тяжелые и легкие цепи должны быть экспрессированы в приблизительно 

равных количествах, иными словами, тяжелые и легкие цепи экспрессируются приблизительно в отно-

шении 1:1 тяжелых цепей к легким цепям. Кодирующие последовательности для тяжелых и легких цепей 

могут быть сконструированы в единой конструкции, в которой тяжелые и легкие цепи разделены расще-

пляемым линкером или IRES, так что экспрессируются отдельные полипептиды тяжелой и легкой цепей. 

Лидерная последовательность для каждой из тяжелых и легких цепей предпочтительно представляет 

собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Раздел 5.1.5, выше, предоставляет конкретные 

последовательности IRES, 2A и других линкерных последовательностей, которые можно использовать с 

представленными в настоящем документе способами и композициями. Согласно конкретным вариантам 

осуществления линкер представляет собой линкер фурин-F2A 

RKRRAPVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 242). Согласно конкретным вариантам осущест-

вления трансген представляет собой нуклеотидную последовательность, которая кодирует следующее: 

сигнальная последовательность - Fab-часть тяжелой цепи -линкерная последовательность фурина-F2A - 

сигнальная последовательность - Fab-часть легкой цепи. См., например, фиг. 2А-2С и 2F для последова-

тельностей для экспрессии Fab адуканумаба, кренезумаба, гантенерумаба или BAN2401 соответственно; 

фиг. 2D для последовательности для экспрессии aTAU Fab; фиг. 2Е для последовательности для экспрес-

сии Fab эренумаба и фиг. 4В для последовательности для экспрессии Fab натализумаба. 

Согласно конкретному варианту осуществления описанные в настоящем документе конструкции 

содержат следующие компоненты: (1) инвертированные концевые повторы AAV2, которые фланкируют 

экспрессионную кассету; (2) контрольные элементы, которые включают в себя а) промотор СВ7, содер-

жащий энхансер CMV/промотор β-актина птиц, b) интрон β-актина птиц и с) сигнал поли-А β-глобина 

кролика; и (3) последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие тяжелые и легкие цепи Аβ-
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связывающего, тау-связывающего, CGRPR-связывающего, интегрин-связывающего Fab, разделенного 

саморасщепляющимся линкером фурин (F)/F2A, обеспечивающим экспрессию равных количеств поли-

пептидов тяжелой и легкой цепей. Иллюстративная конструкция представлена на фиг. 1. 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены векторы AAV, содержащие вирус-

ный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида 

AAV9 (SEQ ID NO: 79) или AAVrh10 (SEQ ID NO: 80); и искусственный геном, содержащий экспресси-

онную кассету, фланкированную инвертированными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрес-

сионная кассета содержит трансген, кодирующий mAb к Аβ, к тау, к CGRPR или к интегрину или его 

антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последо-

вательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках ЦНС человека. 

5.4.2. Конструкции для доставки в клетки печени или мышц 

Разделы 5.3.4, 5.3.5, 5.3.6, 5.3.7, 5.3.8, 5.3.9, 5.3.10, 5.3.11, 5.3.12, 5.3.13, 5.3.14, 5.3. 15 описывают 

рекомбинантные векторы, которые содержат трансген, кодирующий HuPTM mAb или HuPTM Fab (или 

другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с интерлейкинами (IL) или 

рецепторами интерлейкинов (ILR), интегрином, PCSK9, ANGPTL3, OxPL RANKL, PD-1/PD-L1/PD-L2, 

VEGF, фактором D (fD), BLyS, CP-C5, ММР9, pKal или TNFα. Такой рекомбинантный вектор, исполь-

зуемый для доставки трансгена, может характеризоваться тропизмом к клеткам печени или мышц чело-

века. Такие векторы могут включать в себя нереплицирующиеся рекомбинантные аденоассоциирован-

ные вирусные векторы ("rAAV"), особенно предпочтительными являются те, которые несут капсид 

AAV8 или AAV9. Однако могут быть использованы другие вирусные векторы, включая в себя, без огра-

ничения, лентивирусные векторы, вирусные векторы коровьей оспы или невирусные векторы экспрес-

сии, называемые конструкциями "голая ДНК". 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены конструкции для введения генной 

терапии человеку, включающие вектор AAV, который содержит вирусный капсид, который по меньшей 

мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78); и вирус-

ный или искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную инвертирован-

ными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирую-

щий тяжелую и легкую цепи терапевтического антитела, функционально связанный с одной или более 

регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках человека 

(например, клетках мышц или печени человека), которые экспрессируют и доставляют терапевтическое 

антитело терапевтически подходящим способом, как описано в настоящем документе. Согласно опреде-

ленным вариантам осуществления кодированный капсид AAV8 характеризуется последовательностью 

SEQ ID NO: 78 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 

29 или 30 аминокислотными заменами, в частности, заменами на аминокислотные остатки, найденные в 

соответствующем положении в других капсидах AAV, например, в строке SUBS на фиг. 12, которая 

обеспечивает сравнение аминокислотных последовательностей капсидных последовательностей различ-

ных AAV, выделяя аминокислоты, подходящие для замены в разных положениях внутри капсидной по-

следовательности. 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены конструкции для введения посред-

ством генной терапии субъекту-человеку, содержащие вектор AAV, который содержит вирусный капсид, 

который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида AAV9 (SEQ 

ID NO: 79); и вирусный или искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкирован-

ную инвертированными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит 

трансген, кодирующий тяжелую и легкую цепи терапевтического антитела, функционально связанный с 

одной или более регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в 

клетках человека (например, клетках мышц или печени человека), которые экспрессируют и доставляют 

терапевтическое антитело терапевтически подходящим способом, как описано в настоящем документе. 

Согласно некоторым вариантам осуществления кодированный капсид AAV9 характеризуется последова-

тельностью SEQ ID NO: 79 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 

26, 27, 28, 29 или 30 аминокислотными заменами, в частности, заменами на аминокислотные остатки, 

найденные в соответствующем положении в других капсидах AAV, например, в строке SUBS на фиг. 12, 

которая обеспечивает сравнение аминокислотных последовательностей капсидных последовательностей 

различных AAV, выделяя аминокислоты, подходящие для замены в разных положениях внутри капсид-

ной последовательности. 

Предпочтительно, чтобы HuPTM mAb или его антигенсвязывающий фрагмент, включая в себя 

трансген HuPTM Fab, контролировались соответствующими элементами контроля экспрессии для экс-

прессии HuPTM Fab в клетках печени или мышц человека, например, промотором СВ7 (промотор β-

актина птиц и энхансер CMV), специфическими для печени промоторами, такими как промотор TBG 

(тироксинсвязывающий глобулин), промотор АРОА2, промотор SERPINA1 (hAAT) или промотор 

MIR122, или мышечно-специфическими промоторами, такими как промотор десмина человека или про-

мотор Pitx3 человека или индуцируемыми промоторами, такими как индуцируемые гипоксией промото-
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ры или индуцируемый рапамицином промотор, и могут включать в себя другие элементы контроля экс-

прессии, которые усиливают экспрессию трансгена, управляемого вектором (например, интроны, такие 

как интрон β-актина птиц, интрон мелкого вируса мышей (MVM), интрон человеческого фактора IX (на-

пример, усеченный интрон 1 FIX), интрон донора сплайсинга β-глобина/акцептора сплайсинга тяжелой 

цепи иммуноглобулина, интрон донора сплайсинга аденовируса/акцептора сплайсинга иммуноглобули-

на, интрон донора позднего сплайсинга SV40/акцептора сплайсинга (19S/16S) и интрон донора сплай-

синга гибридного аденовируса/акцептора сплайсинга IgG и сигналы полиА, такие как сигнал полиА кро-

личьего β-глобина, сигнал полиА гормона роста человека (hGH), поздний сигнал полиА SV40, синтети-

ческий сигнал полиА (SPA) и сигнал полиА бычьего гормона роста (bGH). См., например, Powell and 

Rivera-Soto, 2015, Discov. Med., 19(102):49-57. 

Конструкции генной терапии разработаны таким образом, что экспрессируются как тяжелые, так и 

легкие цепи. Более конкретно, тяжелые и легкие цепи должны быть экспрессированы в приблизительно 

равных количествах, иными словами, тяжелые и легкие цепи экспрессируются приблизительно в отно-

шении 1:1 тяжелых цепей к легким цепям. Кодирующие последовательности для тяжелых и легких цепей 

могут быть сконструированы в единой конструкции, в которой тяжелые и легкие цепи разделены расще-

пляемым линкером или IRES, так что экспрессируются отдельные полипептиды тяжелой и легкой цепей. 

Лидерная последовательность для каждой из тяжелых и легких цепей предпочтительно представляет 

собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Раздел 5.1.5, выше, предоставляет конкретные 

последовательности IRES, 2A и других линкерных последовательностей, которые можно использовать с 

представленными в настоящем документе способами и композициями. Согласно конкретным вариантам 

осуществления линкер представляет собой линкер фурин-F2A 

RKRRAPVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 242). Согласно конкретным вариантам осущест-

вления трансген представляет собой нуклеотидную последовательность, которая кодирует следующее: 

сигнальная последовательность - Fab-часть тяжелой цепи -линкерная последовательность фурин-F2A - 

сигнальная последовательность - Fab-часть легкой цепи. См., например, фиг. 3А-3Е для последователь-

ностей экспрессии Fab дупилумаба, иксекизумаба, секукинумаба, устекинумаба и меполизумаба, соот-

ветственно; фиг. 4А и 4В для последовательности для экспрессии Fab ведолизумаба и натализумаба, со-

ответственно; фиг. 5A-5D для последовательностей для экспрессии Fab алирокумаба, эволокумаба, эви-

накумаба и E06-scFv, соответственно; фиг. 6 для последовательности для экспрессии Fab деносумаба; 

фиг. 7А и 7В для последовательностей для экспрессии Fab ниволумаба и пембролизумаба, соответствен-

но; фиг. 8А-8С для последовательностей экспрессии Fab ранибизумаба, бевацизумаба и лампализумаба, 

соответственно; фиг. 8Е для последовательности для экспрессии Fab белимумаба; фиг. 8F для последова-

тельности для экспрессии Fab экулизумаба; фиг. 8G для последовательности для экспрессии Fab андека-

ликсимаба; фиг. 8Н для последовательности для экспрессии Fab ланаделумаба и фиг. 9А и 9В для после-

довательности для экспрессии Fab адалимумаба и экспрессии Fab инфликсимаба, соответственно. 

Согласно конкретному варианту осуществления описанные в настоящем документе конструкции 

содержат следующие компоненты: (1) инвертированные концевые повторы AAV2, которые фланкируют 

экспрессионную кассету; (2) контрольные элементы, которые включают в себя а) индуцируемый промо-

тор, предпочтительно индуцируемый гипоксией промотор, b) интрон β-актина птиц и с) сигнал поли А β-

глобина кролика; и (3) последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие тяжелые и легкие цепи 

IL/ILR-связывающего, интегрин-связывающего, PCSK9-связывающего, ANGPTL3-связывающего, 

RANKL-связывающего, OxPL-связывающего, PD-1/PD-L1/PD-L2-связывающего, VabF-связывающего 

Fab, fD-связывающего, BLyS-связывающего, pKal-связывающего или TNFα-связывающего Fab, разде-

ленных линкером, расщепляющим линкер фурин (F)/F2A, обеспечивая экспрессию в равных количествах 

полипептидов тяжелой и легкой цепи. Иллюстративная конструкция представлена на фиг. 1. 

Согласно конкретному варианту осуществления описанные в настоящем документе конструкции 

содержат следующие компоненты: (1) инвертированные концевые повторы AAV2, которые фланкируют 

экспрессионную кассету; (2) контрольные элементы, которые включают в себя а) индуцируемый промо-

тор, предпочтительно индуцируемый гипоксией промотор, b) интрон β-актина птиц и с) сигнал поли А β-

глобина кролика; и (3) последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие тяжелые и легкие цепи 

IL/ILR-связывающего, интегрин-связывающего, PCSK9-связывающего, ANGPTL3-связывающего, OxPL-

связывающего, RANKL-связывающего, PD-1/PDL1/PD-L2-связывающего, VEGF-связывающего Fab, fD-

связывающего, BLyS-связывающего, СР-С5-связывающего, ММР9-связывающего, pKal-связывающего, 

TNFα-связывающего Fab, разделенные саморасщепляющимся линкером фурин (F)/F2A, обеспечиваю-

щие экспрессию равных количеств полипептидов тяжелой и легкой цепи. Иллюстративная конструкция 

представлена на фиг. 1. 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены векторы AAV, содержащие вирус-

ный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида 

AAV8 (SEQ ID NO: 78); и искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную 

инвертированными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит транс-

ген, кодирующий MAb к IL/ILR, к интегрину, к PCSK9, к ANGPTL3, к OxPL, к RANKL, к PD-1, к PD-L1, 
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к PD-L2, к VEGF, к FD, к BLyS, к СР-С5, к ММР9, к pKal или к TNFα или его антигенсвязывающий 

фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, которые 

контролируют экспрессию трансгена в клетках печени или мышц человека. 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены векторы AAV, содержащие вирус-

ный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности AAV9 

(SEQ ID NO: 79); и искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ин-

вертированными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит трансген, 

кодирующий mAb к IL/ILR, к интегрину, к PCSK9, к ANGPTL3, к RANKL, к RANKL, к OxPL, к PD-1, к 

PD-L1, к PD-L2, к VEGF, к fD, к BLyS, к pKal или к TNFα или его антигенсвязывающий фрагмент, 

функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностями, которые контроли-

руют экспрессию трансгена в мышечных клетках человека. 

5.4.3. Конструкции для доставки к типам клеток сетчатки 

В разделах 5.3.9 и 5.3.12 описаны рекомбинантные векторы, которые содержат трансген, кодирую-

щий HuPTM mAb или HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который 

связывается с VEGF, фактором D (fD) или ММР9. Такие рекомбинантные векторы, используемые для 

доставки трансгена, могут характеризоваться тропизмом для одного или более типов клеток сетчатки 

человека. Такие векторы могут включать в себя нереплицирующиеся рекомбинантные аденоассоцииро-

ванные вирусные векторы ("rAAV"), особенно предпочтительными являются те, которые несут капсид 

AAV8. В качестве альтернативы можно использовать вектор AAV, содержащий капсид AAV.7m8. Одна-

ко могут быть использованы другие вирусные векторы, включая в себя, без ограничения, лентивирусные 

векторы, вирусные векторы коровьей оспы или невирусные векторы экспрессии, называемые конструк-

циями "голая ДНК". 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены конструкции для введения генной 

терапии субъекту-человеку, содержащие вектор AAV, который содержит вирусный капсид, который по 

меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78); и 

вирусный или искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную инвертиро-

ванными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит трансген, коди-

рующий тяжелые и легкие цепи терапевтического антитела, функционально связанный с одной или бо-

лее регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках чело-

века (например, клетках сетчатки или клетках печени), которые экспрессируют и доставляют терапевти-

ческое антитело терапевтически подходящим способом, как описано в настоящем документе. Согласно 

некоторым вариантам осуществления кодированный капсид AAV8 характеризуется последовательно-

стью SEQ ID NO: 78 с 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 

27, 28, 29 или 30 аминокислотными заменами, в частности, заменами на аминокислотные остатки, най-

денные в соответствующем положении в других капсидах AAV, например, в строке SUBS на фиг. 12, 

которая обеспечивает сравнение аминокислотных последовательностей капсидных последовательностей 

различных AAV, выделяя аминокислоты, подходящие для замены в разных положениях внутри капсид-

ной последовательности. 

Предпочтительно, чтобы mAb HuPTM или его антигенсвязывающий фрагмент, включая в себя 

трансген HuPTM Fab, контролировались соответствующими элементами контроля экспрессии для экс-

прессии HuPTM Fab в клетках сетчатки или клетках печени человека, например, промотором СВ7 (про-

мотор β-актина птиц и энхансер CMV), или тканеспецифическими промоторами, такими как RPE-

специфические промоторы, например, промотор RPE65, или колбочко-специфические промоторы, на-

пример, промотор опсина, или специфические для печени промоторы, такие как промотор TBG (тирок-

син-связывающий глобулин), промотор АРОА2, промотор SERPINA1 (hAAT) или промотор MIR122, 

индуцируемые промоторы, например, индуцированные гипоксией промоторы и индуцируемые лекарст-

венным средством промоторы, такие как промоторы, индуцируемые рапамицином и родственными сред-

ствами, и могут включать в себя другие контрольные элементы экспрессии, которые усиливают экспрес-

сию трансгена, управляемого вектором (например, интроны, такие как интрон β-актина птиц, интрон 

мелкого вируса мышей (MVM), интрон фактора IX человека (например, усеченный интрон 1 FIX), ин-

трон донора сплайсинга β-глобина/акцептора сплайсинга тяжелой цепи иммуноглобулина, интрон доно-

ра сплайсинга аденовируса/акцептора сплайсинга иммуноглобулина, интрон донора позднего сплайсинга 

SV40/акцептора сплайсинга (19S/16S) и интрон донора сплайсинга гибридного аденовируса/акцептора 

сплайсинга IgG и сигналы полиА, такие как сигнал полиА кроличьего β-глобина, сигнал полиА гормона 

роста человека (hGH), поздний сигнал полиА SV40, синтетический сигнал полиА (SPA) и сигнал полиА 

бычьего гормона роста (bGH). См., например, Powell and Rivera-Soto, 2015, Discov. Med., 19(102):49-57. 

Конструкции генной терапии разработаны таким образом, что экспрессируются как тяжелые, так и 

легкие цепи. Более конкретно, тяжелые и легкие цепи должны экспрессироваться в приблизительно рав-

ных количествах, иными словами, тяжелые и легкие цепи экспрессируются в отношении приблизительно 

1:1 тяжелых цепей к легким цепям. Кодирующие последовательности для тяжелых и легких цепей могут 

быть сконструированы в единой конструкции, в которой тяжелые и легкие цепи разделены расщепляе-
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мым линкером или IRES, так что экспрессируются отдельные полипептиды тяжелой и легкой цепей. Ли-

дерная последовательность для каждой из тяжелых и легких цепей предпочтительно представляет собой 

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). В разделе 5.1.5, выше, представлены конкретные по-

следовательности IRES, 2A и других линкерных последовательностей, которые можно использовать со 

способами и композициями, представленными в настоящем документе. Согласно конкретным  

вариантам осуществления линкер представляет собой линкер фурин-F2A 

RKRRAPVKQTLNFDLLKLAGDVESNPGP (SEQ ID NO: 242). Согласно конкретным вариантам осущест-

вления трансген представляет собой нуклеотидную последовательность, которая кодирует следующее: 

сигнальная последовательность - Fab-часть тяжелой цепи -линкерная последовательность фурин-F2A - 

сигнальная последовательность - Fab-часть легкой цепи. См. фиг. 8А-8С для последовательностей экс-

прессии Fab ранибизумаба, бевацизумаба и лампализумаба, соответственно, и фиг. 8G для последова-

тельности для экспрессии Fab андекаликсимаба. 

Согласно конкретному варианту осуществления описанные в настоящем документе конструкции 

содержат следующие компоненты: (1) инвертированные концевые повторы AAV2, которые фланкируют 

экспрессионную кассету; (2) контрольные элементы, которые включают в себя а) промотор СВ7, содер-

жащий энхансер CMV/промотор β-актина птиц, b) интрон β-актина птиц и с) сигнал поли-А β-глобина 

кролика; и (3) последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие тяжелые и легкие цепи VabF-

связывающего, fD-связывающего или ММР9-связывающего Fab, разделенные саморасщепляющимся 

линкером фурин (F)/F2A, обеспечивая экспрессию в равных количествах полипептидов тяжелой и легкой 

цепи. Иллюстративная конструкция представлена на фиг. 1. 

Согласно другому варианту осуществления описанные в настоящем документе конструкции содер-

жат следующие компоненты: (1) инвертированные концевые повторы AAV2, которые фланкируют экс-

прессионную кассету; (2) контрольные элементы, которые включают в себя а) промотор СВ7, содержа-

щий энхансер CMV/промотор β-актина птиц, b) интрон β-актина птиц и с) сигнал поли-А β-глобина кро-

лика; и (3) последовательности нуклеиновых кислот, кодирующие тяжелые и легкие цепи VabF-

связывающего, fD-связывающего или ММР9-связывающего Fab, разделенные гибким пептидным линке-

ром, обеспечивая надлежащее сворачивание и растворимость. 

Согласно конкретным вариантам осуществления представлены векторы AAV, содержащие вирус-

ный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последовательности капсида 

AAV8 (SEQ ID NO: 78); и искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную 

инвертированными концевыми повторами AAV (ITR), причем экспрессионная кассета содержит транс-

ген, кодирующий mAb к VEGF, к fD или к ММР9 или его антигенсвязывающий фрагмент, функциональ-

но связанный с одной или более регуляторными последовательностями, которые контролируют экспрес-

сию трансгена в одном или более типах клеток сетчатки (таких как клетки фоторецепторов человека 

(клетки колбочек, клетки палочек); горизонтальные клетки; биполярные клетки; амаркринные клетки; 

ганглиозные клетки сетчатки (клетка среднего размера, зонтичная клетка, бистратифицированная клетка, 

гигантская ганглиозная клетка сетчатки, светочувствительная ганглиозная клетка и глия мюллера) и 

пигментные эпителиальные клетки сетчатки). 

5.5. Введение дозы 

5.5.1. Введение для доставки в ЦНС 

В разделах 5.3.1, 5.3.2, 5.3.3 и 5.3.4 описаны рекомбинантные векторы, которые содержат трансген, 

кодирующий HuPTM mAb или HuPTM Fab (или другой антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), 

который связывается с Аβ, тау-белком, CGRPR и интегрином, соответственно. Терапевтически эффек-

тивные дозы любого такого рекомбинантного вектора следует вводить любым способом, так чтобы ре-

комбинантный вектор поступал в ЦНС, предпочтительно путем введения рекомбинантного вектора в 

спинномозговую жидкость (CSF). Согласно конкретным вариантам осуществления вектор вводят интра-

текально, конкретно интрацистернально (например, в цистерну магна) или, альтернативно, посредством 

люмбальной доставки. Альтернативно, рекомбинантный вектор можно вводить внутривенно. В частно-

сти, было показано, что рекомбинантные векторы AAV9 проникают через гематоэнцефалический барьер 

и, как таковые, могут быть применимы для доставки анти-Аβ, анти-тау, анти-CGRPR или анти-интегрин 

трансгенного продукта в ЦНС. В частности, scAAV9 может быть особенно применим для внутривенного 

введения. Интратекальное, включая в себя интрацистернальное или люмбальное введение, или внутри-

венное введение должно приводить к экспрессии растворимого трансгенного продукта в клетках ЦНС. 

Экспрессия трансгенного продукта (например, кодируемого антитела к Аβ, к тау, к CGRPR или к интег-

рину) приводит к доставке и поддержанию трансгенного продукта в ЦНС. Поскольку трансгенный про-

дукт постоянно производится, поддержание более низких концентраций может быть эффективным. Кон-

центрация трансгенного продукта может быть измерена в образцах пациентов с CSF. 

Фармацевтические композиции, подходящие для интратекального, интрацистернального, люмбаль-

ного или внутривенного введения, включают в себя суспензию рекомбинантного вектора, содержащего 

трансген, кодирующий антитело к Аβ, к тау, к CGRPR или к интегрину или его антигенсвязывающий 

фрагмент, в буфере для состава, содержащем физиологически совместимый водный буфер. Буфер для 
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состава может содержать один или более из полисахаридов, поверхностно-активных веществ, полимера 

или масла. 

5.5.2. Введение для доставки в печень или мышечную ткань 

В разделах 5.3.4, 5.3.5, 5.3.6, 5.3.7, 5.3.8, 5.3.9, 5.3.10, 5.3.11, 5.3.12, 5.3.13 и 5.3.14 описаны реком-

бинантные векторы, которые содержат трансген, кодирующий HuPTM mAb или HuPTM Fab (или другой 

антигенсвязывающий фрагмент HuPTM mAb), который связывается с интерлейкинами (IL) или рецепто-

рами интерлейкинов (ILR), интегрином, PCSK9, ANGPTL3, RANKL, PD-1/PD-L1/PD-L2, VEGF, факто-

ром D (fD), BLyS, CP-C5, ММР9, pKal или TNFα. Терапевтически эффективные дозы любого такого ре-

комбинантного вектора следует вводить любым способом, так чтобы рекомбинантный вектор попадал в 

печень или мышцу (например, в скелетную мышцу), предпочтительно путем введения рекомбинантного 

вектора в кровоток. Альтернативно, вектор можно вводить непосредственно в печень через печеночный 

кровоток, например, через печеночные вены или через печеночную артерию. Согласно конкретным ва-

риантам осуществления вектор вводят подкожно, внутримышечно или внутривенно. Внутримышечное, 

подкожное, внутривенное или печеночное введение должно приводить к экспрессии растворимого 

трансгенного продукта в клетках печени или мышц. Альтернативно, вектор можно вводить непосредст-

венно в печень через печеночный кровоток, например, через печеночные вены или через печеночную 

артерию. Экспрессия трансгенного продукта (например, кодируемого антитела к IL/ILR, к интегрину, к 

PCSK9, к ANGPTL3, к RANKL, к PD-1, к PD-L1, к PD-L2, к VEGF, к fD, к BLyS, к СР-С5, к ММР9, к 

pKal или к TNFα) приводит к доставке и поддержанию трансгенного продукта в печени или мышцах. 

Концентрация трансгенного продукта может быть измерена в образцах сыворотки крови пациента. 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают концентра-

цию трансгенного продукта антитела к IL/ILR при Cmin по меньшей мере 2 мкг/мл, такую как Cmin от 5 до 

30 мкг/мл, от 5 до 50 мкг/мл или от 5 до 80 мкг/мл, или от 5 до 100 мкг/мл, или от 5 до 200 мкг/мл в зави-

симости от используемого mAb. Например, для достижения Cmin приблизительно от 60 до 90 мкг/мл ду-

пилумаба (сравнимого с двухнедельным дозированием) или от 170 до 200 мкг/мл дупилумаба (сравнимо-

го с еженедельным дозированием) или приблизительно от 2 мкг/мл до 12 мкг/мл иксекизумаба, или при-

близительно от 13 мкг/мл до 50 мкг/мл секукинумаба. 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают кон-

центрацию трансгенного продукта антитела к TNFα при Cmin по меньшей мере 0,5 мкг/мл или по 

меньшей мере 1 мкг/мл (например, Cmin от 1 до 10 мкг/мл, от 3 до 30 мкг/мл или от 5 до 15 мкг/мл, или 

от 5 до 30 мкг/мл). 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают концен-

трацию трансгенного продукта антитела к интегрину при Cmin по меньшей мере 10 мкг/мл (например, 

Cmin от 10 до 60 мкг/мл). 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают концен-

трацию трансгенного продукта антитела к PCSK9 или к ANGPTL3 при Cmin по меньшей мере 10 мкг/мл, 

например, Cmin от 10 до 80 мкг/мл. 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают концен-

трацию трансгенного продукта антитела к RANKL при Cmin по меньшей мере 10 мкг/мл (например, Cmin 

от 10 до 50 мкг/мл или от 15 до 30 мкг/мл). 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают 

концентрацию трансгенного продукта антитела к PD-1, к PD-L1 или к PD- L2 при Cmin по меньшей 

мере 10 мкг/мл, например, желательно Cmin от 10 до 100 мкг/мл или от 100 до 300 мкг/мл, или от 300 

до 600 мкг/мл. 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают концен-

трацию трансгенного продукта антитела к BLyS при Cmin по меньшей мере 70 мкг/мл (например, Cmin от 

70 до 150 мкг/мл или от 100 до 200 мкг/мл, или от 200 до 350 мкг/мл). 

Согласно конкретным вариантам осуществления желательны дозы, которые поддерживают концен-

трацию продукта трансгена антитела к pKal при Cmin по меньшей мере 70 мкг/мл (например, Cmin от 70 до 

150 мкг/мл или от 100 до 200 мкг/мл, или от 200 до 350 мкг/мл). 

Экспрессия трансгенного продукта (например, кодированного антитела к VEGF) приводит к дос-

тавке и поддержанию трансгенного продукта в печени. Согласно некоторым вариантам осуществления 

желательны дозы, которые поддерживают концентрацию трансгенного продукта VEGF при Cmin по 

меньшей мере 90 мкг/мл, например, Cmin от 90 мкг/мл до 200 мкг/мл. Согласно конкретным вариантам 

осуществления желательны дозы, которые поддерживают концентрацию продукта трансгена антитела к 

СР-С5 при Cmin по меньшей мере 30 мкг/мл, например, Cmin от 30 до 300 мкг/мл или от 100 до 200 мкг/мл. 

Однако во всех случаях, поскольку трансгенный продукт постоянно производится, может быть эф-

фективным поддержание более низких концентраций. 

Несмотря на то, что трансгенный продукт непрерывно производится, поддержание более низких 

концентраций может быть эффективным. Концентрация трансгенного продукта может быть измерена в 

образцах сыворотки крови пациента. 
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Фармацевтические композиции, подходящие для внутривенного, внутримышечного, подкожного 

или печеночного введения, включают в себя суспензию рекомбинантного вектора, содержащего транс-

ген, кодирующий антитело к IL/ILR, к интегрину, к PCSK9, к ANGPTL3, к RANKL, к RANKL к PD-1, к 

PD-L1, к PD-L2, к VEGF, к FD, к BLyS, к СР-С5, к ММР9, к pKal или к TNFα или его антигенсвязываю-

щий фрагмент, в буфере для состава, содержащем физиологически совместимый водный буфер. Буфер 

для состава может содержать одно или более из полисахаридов, поверхностно-активных веществ, поли-

мера или масла. 

5.5.3. Введение для доставки в клетки типа сетчатки 

Терапевтически эффективные дозы рекомбинантного вектора следует вводить любым способом, 

так чтобы рекомбинантный вектор попадал в сетчатку, предпочтительно путем введения рекомбинантно-

го вектора непосредственно в глаз. Согласно конкретным вариантам осуществления вектор вводят суб-

ретинально (хирургическая процедура, выполняемая обученными хирургами по сетчатке глаза, которая 

включает в себя частичную витрэктомию с субъектом под местной анестезией и инъекцию генной тера-

пии в сетчатку; см., например, публикацию Campochiaro et al., 2016, Hum Gen Ther Sep 26 epub:doi: 

10.1089/hum.2016.117, которая полностью включена в настоящий документ посредством ссылки), или 

интравитреально, или супрахориоидально, например, путем микроинъекции или микрокануляции. (См., 

например, публикации Patel et al., 2012, Invest Ophth & Vis Sci 53:4433-4441; Patel et al., 2011, Pharm Res 

28:166-176; Olsen, 2006, Am J Ophth 142:777-787, каждая из которых полностью включена посредством 

ссылки). Субретинальное, интравитреальное или супрахориоидальное введение должно приводить к экс-

прессии растворимого трансгенного продукта в одном или более из следующих типов клеток сетчатки: 

человеческие фоторецепторные клетки (клетки колбочек, клетки палочек); горизонтальные клетки; би-

полярные клетки; амаркринные клетки; ганглиозные клетки сетчатки (карликовая клетка, зонтичная 

клетка, бистратифицированная клетка, гигантская ганглиозная клетка сетчатки, светочувствительная 

ганглиозная клетка и глия мюллера); и пигментные эпителиальные клетки сетчатки. Экспрессия транс-

генного продукта (например, кодируемого антитела к VEGF, к fD, к ММР9) приводит к доставке и под-

держанию трансгенного продукта в сетчатке. 

Концентрация трансгенного продукта может быть измерена в образцах стекловидного тела и/или 

передней камеры обработанного глаза пациентов. Согласно конкретным вариантам осуществления жела-

тельны дозы, которые поддерживают концентрацию анти-VEGF, анти-fD трансгенного продукта при Cmin 

по меньшей мере 0,33 мкг/мл в стекловидном теле или 0,11 мкг/мл в водянистой влаге (передней камере 

глаза) в течение трех месяцев; после этого следует поддерживать концентрации Cmin в стекловидном теле 

трансгенного продукта в диапазоне от 1,70 до 6,60 мкг/мл и/или концентрации Cmin в водянистой влаге в 

диапазоне от 0,567 до 2,20 мкг/мл. Однако, поскольку трансгенный продукт постоянно производится, 

может быть эффективным поддержание более низких концентраций. В качестве альтернативы концен-

трации в стекловидной влаге можно оценить и/или контролировать путем измерения концентраций 

трансгенного продукта в сыворотке крови пациента - соотношение системного и витреального воздейст-

вия трансгенного продукта составляет приблизительно 1:90000. (Например, см., о концентрации раниби-

зумаба в стекловидном теле и концентрации ранибизумаба в сыворотке сообщается в публикации Xu L, 

et al., 2013, Invest. Opthal. Vis. Sci. 54: 1616-1624, на стр. 1621 и в табл. 5 на стр. 1623, которая полностью 

включена в настоящий документ посредством ссылки). Однако, поскольку трансгенный продукт посто-

янно производится, поддержание более низких концентраций может быть эффективным. 

Подходящие для введения фармацевтические композиции включают в себя суспензию рекомби-

нантного вектора, содержащего трансген, кодирующий антитело к VEGF, к fD или к ММР9 или его анти-

генсвязывающий фрагмент, в буфере для состава, содержащем физиологически совместимый водный 

буфер. Буфер для состава может содержать одно или более из полисахаридов, поверхностно-активных 

веществ, полимера или масла. 

6. Примеры 

6.1. Пример 1. Вектор на основе кДНК Fab адуканумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab адуканумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

адуканумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 1 и 2, соответствен-

но). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет со-

бой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках ЦНС человека, и может представлять собой 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 101 и 102, соответственно. Трансген также содержит 

нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, в частности, MYR-

MQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую 

цепь и тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицис-

тронного вектора. См. фиг. 2А для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор 

дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, 

такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.2. Пример 2. Вектор на основе кДНК Fab кренезумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab кренезумаба, содержащий трансген, содержащий нук-
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леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

кренезумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 3 и 4, соответствен-

но). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет со-

бой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках ЦНС человека, и может представлять собой 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 103 и 104, соответственно. Трансген также содержит 

нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, в частности, MYR-

MQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую 

цепь и тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицис-

тронного вектора. См. фиг. 2В для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор 

дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, 

такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.3. Пример 3. Вектор на основе кДНК Fab гантенерумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab гантенерумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

гантенерумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 5 и 6, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках ЦНС человека, и может представлять собой 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 105 и 106, соответственно. Трансген также содержит 

нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, в частности,  

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-

цистронного вектора. См. фиг. 2С для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Век-

тор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый про-

мотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.4. Пример 4. Вектор на основе кДНК Fab дупилумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab дупилумаба, содержащий трансген, содержащий нуклео-

тидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей дупи-

лумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 7 и 8, соответственно). 

Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет собой 

кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может представлять 

собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 107 и 108, соответственно. Трансген также содер-

жит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может пред-

ставлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфическую 

для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную после-

довательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь, 

разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. См. 

фиг. 3А для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно вклю-

чает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как индуци-

руемый гипоксией промотор. 

6.5. Пример 5. Вектор на основе кДНК Fab иксекизумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab иксекизумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

иксекизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 9 и 10, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в мышечных клетках или клетках печени человека, и 

может представлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 109 и 110, соответственно. 

Трансген также содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, 

который может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет 

собой специфическую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для 

мышц сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-

цистронного вектора. См. фиг. 3В для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Не-

обязательно, вектор дополнительно содержит индуцируемый гипоксией промотор. 

6.6. Пример 6. Вектор на основе кДНК Fab секукинумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab секукинумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

секукинумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 11 и 12, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 111 и 112, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, выбранный из 

группы, представленной в табл. 2 или 3, соответственно. Нуклеотидные последовательности, кодирую-
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щие легкую цепь и тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А, для соз-

дания бицистронного вектора. Трансген также содержит нуклеотидные последовательности, которые 

кодируют сигнальный пептид, который может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ 

ID NO: 161) или представляет собой специфическую для печени сигнальную последовательность из табл. 

2 или специфическую для мышц сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последова-

тельности, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь разделяются элементами IRES или сайтами расще-

пления 2А для создания бицистронного вектора. См. фиг. 3С для аминокислотной последовательности 

трансгенного продукта. Вектор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как 

СВ7, или индуцируемый промотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.7. Пример 7. Вектор на основе кДНК Fab устекинумаба 

Конструируют вектор на основе к ДНК Fab устекинумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

устекинумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 13 и 14, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 113 и 114, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. 

См. фиг. 3D для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно 

включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как ин-

дуцируемый гипоксией промотор. 

6.8. Пример 8. Вектор на основе кДНК Fab меполизумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab меполизумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

меполизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 15 и 16, соответ-

ственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представля-

ет собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках мышц или печени человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 115 и 116, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. 

См. фиг. 3Е для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно 

включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как ин-

дуцируемый гипоксией промотор. 

6.9. Пример 9. Вектор на основе кДНК Fab ведолизумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab ведолизумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

ведолизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 17 и 18, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 117 и 118, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. 

См. фиг. 4А для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно 

включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индфуцируемый промотор, такой как 

индуцируемый гипоксией промотор. 

6.10. Пример 10. Вектор на основе кДНК Fab натализумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab натализумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

натализумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 19 и 20, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 119 и 120, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 
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представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. 

См. фиг. 4В для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно 

включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как ин-

дуцируемый гипоксией промотор. 

6.11. Пример 11. Вектор на основе кДНК Fab алирокумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab алирокумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

алирокумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 21 и 22, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 121 и 122, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. 

См. фиг. 5А для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно 

включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как ин-

дуцируемый гипоксией промотор. 

6.12. Пример 12. Вектор на основе кДНК Fab эволокумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab эволокумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

эволокумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 23 и 24, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 123 и 124, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. 

См. фиг. 5В для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно 

включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как ин-

дуцируемый гипоксией промотор. 

6.13. Пример 13. Вектор на основе кДНК Fab эвинакумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab эвинакумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

эвинакумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 25 и 26, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 125 и 126, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. 

См. фиг. 5С для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно 

включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как ин-

дуцируемый гипоксией промотор. 

6.14. Пример 14. Вектор на основе кДНК Fab деносумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab деносумаба, содержащий трансген, содержащий нуклео-

тидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей дено-

сумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 27 и 28, соответственно). 

Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет собой 

кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может представлять 

собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 127 и 128, соответственно. Трансген также содер-

жит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может пред-

ставлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфическую 

для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную после-
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довательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь, 

разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. См. 

фиг. 6 для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно включает 

в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как индуцируемый 

гипоксией промотор. 

6.15. Пример 15. Вектор на основе кДНК Fab ниволумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab ниволумаба, содержащий трансген, содержащий нуклео-

тидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей ниво-

лумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 29 и 30, соответственно). 

Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет собой 

кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может представлять 

собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 129 и 130, соответственно. Трансген также содер-

жит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может пред-

ставлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфическую 

для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную после-

довательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь, 

разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного вектора. См. 

фиг. 7А для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно вклю-

чает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как индуци-

руемый гипоксией промотор. 

6.16. Пример 16. Вектор на основе кДНК Fab пембролизумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab пембролизумаба, содержащий трансген, содержащий 

нуклеотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

пембролизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 31 и 32, соот-

ветственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, пред-

ставляет собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может 

представлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 131 и 132, соответственно. Трансген 

также содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который мо-

жет представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специ-

фическую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигналь-

ную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тя-

желую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного 

вектора. См. фиг. 7В для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополни-

тельно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой 

как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.17. Пример 17. Вектор на основе кДНК Fab ранибизумаба 

Конструируют вектор на основе Fab кДНК ранибизумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

ранибизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 33 и 34, соответ-

ственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представля-

ет собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках сетчатки или печени человека, и может 

представлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 133 и 134, соответственно. Трансген 

также содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который мо-

жет представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специ-

фическую для сетчатки сигнальную последовательность из табл. 1 или специфическую для печени сиг-

нальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и 

тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного 

вектора. См. фиг. 8А для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополни-

тельно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой 

как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.18. Пример 18. Вектор на основе кДНК Fab бевацизумаба 

Конструируют вектор на основе Fab кДНК бевацизумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

бевацизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 35 и 36, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках сетчатки или печени человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 135 и 136, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для сетчатки сигнальную последовательность из табл. 1 или специфическую для печени сигналь-

ную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тя-

желую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицистронного 
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вектора. См. фиг. 8В для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополни-

тельно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой 

как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.19. Пример 19. Вектор на основе кДНК Fab лампализумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab лампализумаба, содержащий трансген, содержащий 

нуклеотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

лампализумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 37 и 38, соответ-

ственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представля-

ет собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках сетчатки человека, и может представлять 

собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 137 и 138, соответственно. Трансген также содер-

жит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может пред-

ставлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или является специфической для сетчат-

ки сигнальной последовательностью из табл. 1. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую 

цепь и тяжелую цепь, разделены элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания бицис-

тронного вектора. См. фиг. 8С для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор 

дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, 

такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.20. Пример 20. Вектор на основе кДНК scFv бролуцизумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК scFv бролуцизумаба, содержащий трансген, содержащий 

нуклеотидные последовательности, кодирующие вариабельный домен последовательностей тяжелой и 

легкой цепей бролуцизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 39 

и 40, соответственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая вариабельные домены тяжелой и 

легкой цепи, представляет собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках сетчатки или пече-

ни человека, и может представлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 139 и 140, со-

ответственно. Трансген также содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигналь-

ный пептид, который может представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или 

представляет собой специфическую для сетчатки сигнальную последовательность из табл. 1 или специ-

фическую для печени сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, 

кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь, разделены гибким пептидным линкером. См. фиг. 8D для 

аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Вектор дополнительно включает в себя 

конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый промотор, такой как индуцируемый ги-

поксией промотор. 

6.21. Пример 21. Вектор на основе кДНК Fab белимумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab белимумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

белимумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 41 и 42, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени человека, и может представлять собой 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 141 и 142, соответственно. Трансген также содержит 

нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может представлять 

собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфическую для пе-

чени сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь, разделены элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-

цистронного вектора. См. фиг. 8Е для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Век-

тор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый про-

мотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.22. Пример 22. Вектор на основе кДНК Fab экулизумаба 

Сконструирован вектор на основе кДНК Fab экулизумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

экулизумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 43 и 44, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени человека, и может представлять собой 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 143 и 144, соответственно. Трансген также содержит 

нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может представлять 

собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфическую для пе-

чени сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь, разделены элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-

цистронного вектора. См. фиг. 8F для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Век-

тор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как промотор СВ7. 

6.23. Пример 23. Вектор на основе кДНК Fab андекаликсимаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab андекаликсимаба, содержащий трансген, содержащий 

нуклеотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 
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андекаликсимаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 45 и 46, соот-

ветственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, пред-

ставляет собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени человека, и может представ-

лять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 145 и 146, соответственно. Трансген также 

содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, коди-

рующие легкую цепь и тяжелую цепь, разделены элементами IRES или сайтами расщепления 2А для 

создания бицистронного вектора. См. фиг. 8G для аминокислотной последовательности трансгенного 

продукта. Вектор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или инду-

цируемый промотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.24. Пример 24. Вектор на основе кДНК Fab ланаделумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab ланаделумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

ланаделумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 47 и 48, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени человека, и может представлять собой 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 147 и 148, соответственно. Трансген также содержит 

нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может представлять 

собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфическую для пе-

чени сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь, разделены элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-

цистронного вектора. См. фиг. 8Н для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Век-

тор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый про-

мотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.25. Пример 25. Вектор на основе кДНК Fab адалимумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab адалимумаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

адалимумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 49 и 50, соответст-

венно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет 

собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени или мышц человека, и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 149 и 150, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой сигналь-

ную последовательность, специфическую для печени или мышц из табл. 2 или 3. Нуклеотидные после-

довательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую цепь, разделены элементами IRES или сайтами 

расщепления 2А для создания бицистронного вектора. См. фиг. 9А для аминокислотной последователь-

ности трансгенного продукта. Вектор дополнительно включает в себя индуцируемый промотор, такой 

как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.26. Пример 26. Вектор на основе кДНК Fab инфликсимаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab инфликсимаба, содержащий трансген, содержащий нук-

леотидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

инфликсимаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 51 и 52, соответ-

ственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представля-

ет собой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках печени человека, и может представлять 

собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 151 и 152, соответственно. Трансген также содер-

жит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может пред-

ставлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфическую 

для печени сигнальную последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие 

легкую цепь и тяжелую цепь, разделены элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания 

бицистронного вектора. См. фиг. 9В для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. 

Вектор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как промотор СВ7. 

6.27. Пример 27. Вектор на основе кДНК Fab aTAU 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab aTAU, содержащий трансген, содержащий нуклеотид-

ные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей aTAU 

(аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 53 и 54, соответственно). Нук-

леотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет собой ко-

дон, оптимизированный для экспрессии в клетках ЦНС человека, и может представлять собой нуклео-

тидную последовательность SEQ ID NO: 153 и 154, соответственно. Трансген также содержит нуклео-

тидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, в частности,  

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-
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цистронного вектора. См. фиг. 2D для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Век-

тор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый про-

мотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.28. Пример 28. Вектор на основе кДНК Fab эренумаба 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab эренумаба, содержащий трансген, содержащий нуклео-

тидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей эре-

нумаба (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 55 и 56, соответственно). 

Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет собой 

кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках ЦНС человека, и может представлять собой нуклео-

тидную последовательность SEQ ID NO: 155 и 156, соответственно. Трансген также содержит нуклео-

тидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, в частности,  

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-

цистронного вектора. См. фиг. 2Е для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Век-

тор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый про-

мотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.29. Пример 29. Вектор на основе кДНК Fab BAN2401 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab BAN2401, содержащий трансген, содержащий нуклео-

тидные последовательности, кодирующие Fab-часть последовательностей тяжелой и легкой цепей 

BAN2401 (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 57 и 58, соответствен-

но). Нуклеотидная последовательность, кодирующая Fab-часть тяжелой и легкой цепи, представляет со-

бой кодон, оптимизированный для экспрессии в клетках ЦНС человека, и может представлять собой 

нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 157 и 158, соответственно. Трансген также содержит 

нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, в частности,  

MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161). Нуклеотидные последовательности, кодирующие лег-

кую цепь и тяжелую цепь, разделяются элементами IRES или сайтами расщепления 2А для создания би-

цистронного вектора. См. фиг. 2F для аминокислотной последовательности трансгенного продукта. Век-

тор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как СВ7, или индуцируемый про-

мотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 

6.30. Пример 30. Вектор на основе кДНК Fab E06-scFv 

Конструируют вектор на основе кДНК Fab E06-scFv, содержащий трансген, содержащий нуклео-

тидные последовательности, кодирующие последовательности вариабельного домена тяжелой и легкой 

цепей E06-scFv (аминокислотные последовательности представляют собой SEQ ID NO: 59 и 60, соответ-

ственно). Нуклеотидная последовательность, кодирующая вариабельные домены тяжелой и легкой це-

пей, оптимизирована по кодонам для экспрессии в клетках печени или мышц человека и может пред-

ставлять собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 159 и 160, соответственно. Трансген так-

же содержит нуклеотидные последовательности, которые кодируют сигнальный пептид, который может 

представлять собой MYRMQLLLLIALSLALVTNS (SEQ ID NO: 161) или представляет собой специфиче-

скую для печени сигнальную последовательность из табл. 2 или специфическую для мышц сигнальную 

последовательность из табл. 3. Нуклеотидные последовательности, кодирующие легкую цепь и тяжелую 

цепь разделены гибким пептидным линкером. См. фиг. 5D для аминокислотной последовательности 

трансгенного продукта. Вектор дополнительно включает в себя конститутивный промотор, такой как 

СВ7, или индуцируемый промотор, такой как индуцируемый гипоксией промотор. 
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Таблица 4 

Таблица аминокислотных последовательностей фрагмента Fab 
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Таблица 5 

Таблица последовательностей нуклеиновых кислот фрагмента Fab 
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Эквиваленты 

Хотя настоящее изобретение подробно описано со ссылкой на его конкретные варианты осуществ-

ления, следует понимать, что варианты, которые являются функционально эквивалентными, находятся в 

пределах объема настоящего изобретения. Действительно, различные модификации настоящего изобре-

тения в дополнение к тем, которые показаны и описаны в настоящем документе, станут очевидными для 

специалистов в настоящей области техники из предшествующего описания и сопровождающих графиче-

ских материалов. Такие модификации предназначены для попадания в объем прилагаемой формулы изо-

бретения. Специалисты в настоящей области техники распознают или смогут установить, используя не 

более чем обычные эксперименты, множество эквивалентов описанных в настоящем документе конкрет-

ных вариантов осуществления настоящего изобретения. Такие эквиваленты предназначены для охвата 

следующей формулой изобретения. 

Все публикации, патенты и патентные заявки, указанные в настоящем документе, включены в на-

стоящий документ посредством ссылки в описание в той же степени, как если бы каждая отдельная пуб-

ликация, патент или заявка на патент специально и отдельно указывались для полного включения в на-

стоящий документ посредством ссылки. 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Фармацевтическая композиция для внутривенного введения в печень или мышцу субъекта-

человека для лечения наследственного ангионевротического отека у нуждающегося в этом субъекта-

человека, содержащая вектор AAV, содержащий: 

(a) вирусный капсид, который по меньшей мере на 95% идентичен аминокислотной последователь-

ности капсида AAV8 (SEQ ID NO: 78) или капсида AAV9 (SEQ ID NO: 79); и 

(b) искусственный геном, содержащий экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, при-

чем экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий антитело ланаделумаб или его антигенсвя-

зывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными последовательностя-

ми, которые контролируют экспрессию трансгена в мышечных клетках человека или клетках печени че-
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ловека; и 

причем трансген содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую тяжелую цепь, содер-

жащую CDR тяжелой цепи i) GFTFSHYIMM (аминокислоты 26-35 из SEQ ID NO: 47); ii) GIYSSGGIT-

VYADSVKG (аминокислоты 50-66 из SEQ ID NO: 47); и iii) YRRIGVPRRDEFDI (аминокислоты 98-111 

из SEQ ID NO: 47); 

причем трансген содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую легкую цепь, содер-

жащую CDR легкой цепи i) SASVGDRVTITCRASQSISSWLA (аминокислоты 12-34 из SEQ ID NO: 48); 

ii) KASTLES (аминокислоты 50-56 из SEQ ID NO: 48); и iii) QQYNTYWT (аминокислоты 89-96 из SEQ 

ID NO: 48); 

причем нуклеотидная последовательность, кодирующая тяжелую цепь, и нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая легкую цепь, разделены нуклеотидной последовательностью, кодирующей рас-

щепляемый линкер или IRES; 

причем указанное антитело ланаделумаб экспрессируется в указанном субъекте. 

2. Фармацевтическая композиция по п.1, в которой антитело ланаделумаб или его антигенсвязы-

вающий фрагмент представляет собой Fab, F(ab')2 или полноразмерное антитело. 

3. Фармацевтическая композиция по п.1, в которой антитело ланаделумаб или его антигенсвязы-

вающий фрагмент содержит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 47 и 

легкую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 48. 

4. Фармацевтическая композиция по п.3, в которой трансген содержит нуклеотидную последова-

тельность SEQ ID NO: 147, кодирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID 

NO: 148, кодирующую легкую цепь. 

5. Фармацевтическая композиция по любому из предшествующих пунктов, в которой трансген ко-

дирует сигнальную последовательность на N-конце тяжелой цепи и на N-конце легкой цепи указанного 

антитела ланаделумаба или его антигенсвязывающего фрагмента, который направляет секрецию и по-

сттрансляционную модификацию в указанных клетках печени человека. 

6. Фармацевтическая композиция по п.5, в которой указанная сигнальная последовательность вы-

брана из сигнальных последовательностей из табл. 3. 

7. Фармацевтическая композиция по п.1, причем тяжелая цепь содержит Fab-фрагмент тяжелой це-

пи и последовательность шарнирной области на С-конце Fab. 

8. Композиция по любому из предшествующих пунктов, причем расщепляемый линкер представля-

ет собой нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 215, SEQ ID NO: 216, SEQ ID NO: 217 или SEQ 

ID NO: 218. 

9. Фармацевтическая композиция по любому из предшествующих пунктов, в которой капсид AAV 

представляет собой AAV8. 

10. Применение фармацевтической композиции для лечения наследственного ангионевротического 

отека у нуждающегося в этом субъекта-человека, предусматривающее 

введение в печень или мышцу указанного субъекта терапевтически эффективного количества реком-

бинантного вектора экспрессии нуклеотидов, содержащего трансген, кодирующий антитело ланаделумаб 

или его антигенсвязывающий фрагмент, функционально связанный с одной или более регуляторными по-

следовательностями, которые контролируют экспрессию трансгена в клетках печени человека или мышеч-

ных клетках человека, и фланкированный последовательностями ITR AAV, так что образуется депо, кото-

рое высвобождает HuPTM-форму указанного mAb или его антигенсвязывающего фрагмента; 

причем трансген содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую тяжелую цепь, содер-

жащую CDR тяжелой цепи i) GFTFSHYIMM (аминокислоты 26-35 из SEQ ID NO: 47); ii) GIYSSGGIT-

VYADSVKG (аминокислоты 50-66 из SEQ ID NO: 47); и iii) YRRIGVPRRDEFDI (аминокислоты 98-111 

из SEQ ID NO: 47); 

причем трансген содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую легкую цепь, содер-

жащую CDR легкой цепи i) SASVGDRVTITCRASQSISSWLA (аминокислоты 12-34 из SEQ ID NO: 48); 

ii) KASTLES (аминокислоты 50-56 из SEQ ID NO: 48); и iii) QQYNTYWT (аминокислоты 89-96 из SEQ 

ID NO: 48); 

причем нуклеотидная последовательность, кодирующая тяжелую цепь, и нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая легкую цепь, разделены нуклеотидной последовательностью, кодирующей рас-

щепляемый линкер или IRES; 

причем указанное антитело ланаделумаб экспрессируется в указанном субъекте. 

11. Применение по п.10, где антигенсвязывающий фрагмент представляет собой Fab, F(ab')2 или 

полноразмерное антитело. 

12. Применение по п.11, где антитело ланаделумаб или его антигенсвязывающий фрагмент содер-

жит тяжелую цепь с аминокислотной последовательностью SEQ ID NO: 47 и легкую цепь с аминокис-

лотной последовательностью SEQ ID NO: 48. 

13. Применение по п.12, где трансген содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 147, ко-

дирующую тяжелую цепь, и нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 148, кодирующую легкую цепь. 

14. Применение по любому из пп.10-13, причем расщепляемый линкер содержит нуклеотидную по-
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следовательность SEQ ID NO: 215, SEQ ID NO: 216, SEQ ID NO: 217 или SEQ ID NO: 218. 

15. Применение по любому из пп.10-14, где рекомбинантный нуклеотидный вектор экспрессии упа-

кован в AAV8 или AAV9. 

16. Способ получения рекомбинантных AAV, предусматривающий 

(а) культивирование клетки-хозяина, содержащей 

(i) искусственный геном, содержащий цис-экспрессионную кассету, фланкированную ITR AAV, 

причем цис-экспрессионная кассета содержит трансген, кодирующий ланаделумаб или его антигенсвязы-

вающий фрагмент, функционально связанный с элементами контроля экспрессии, которые будут контро-

лировать экспрессию трансгена в клетках человека; 

(ii) транс-экспрессионную кассету, в которой отсутствуют ITR AAV, причем транс-экспрессионная 

кассета кодирует белок rep и капсид AAV, функционально связанный с элементами контроля экспрессии, 

которые управляют экспрессией белков rep и капсида AAV в клетке-хозяине в культуре и обеспечивают 

белки rep и cap in trans; 

(iii) достаточные вспомогательные функции аденовируса для репликации и упаковки искусственно-

го генома белками капсида AAV; и 

(b) восстановление рекомбинантного AAV, инкапсулирующего искусственный геном, из культуры 

клеток; 

причем трансген содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую тяжелую цепь, содер-

жащую CDR тяжелой цепи i) GFTFSHYIMM (аминокислоты 26-35 из SEQ ID NO: 47); ii) GIYSSGGIT-

VYADSVKG (аминокислоты 50-66 из SEQ ID NO: 47); и iii) YRRIGVPRRDEFDI (аминокислоты 98-111 

из SEQ ID NO: 47); 

причем трансген содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую легкую цепь, содер-

жащую CDR легкой цепи i) SASVGDRVTITCRASQSISSWLA (аминокислоты 12-34 из SEQ ID NO: 48); 

ii) KASTLES (аминокислоты 50-56 из SEQ ID NO: 48); и iii) QQYNTYWT (аминокислоты 89-96 из SEQ 

ID NO: 48); и 

причем нуклеотидная последовательность, кодирующая тяжелую цепь, и нуклеотидная последова-

тельность, кодирующая легкую цепь, разделены нуклеотидной последовательностью, кодирующей рас-

щепляемый линкер или IRES. 
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