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(57) 1. Застосування ліганду МНС класу II, здатно-
го посилювати антиген-специфічну імунну відпо-
відь, вибраного з групи, що складається з CD4, 
LAG-3, і похідного CD4 або LAG-3, яке зберігає 
здатність зв’язуватись з молекулою МНС класу II, з 
якою зв’язується CD4 або LAG-3 для виробництва 
лікарського засобу, призначеного для профілакти-
ки або лікування патологічних станів, пов'язаних з 
антигенспецифічною імунною відповіддю. 
2. Застосування за п.1, яке відрізняється тим, що 
вказана антигенспецифічна  імунна відповідь є 
опосередкованою Т-клітинами імунною від-
повіддю.  
3. Застосування за п.1 або 2, яке відрізняється 
тим, що вказане похідне LAG-3, яке зберігає здат-
ність зв’язуватись з молекулою МНС класу II, з 
якою зв’язується LAG-3, являє собою мутант або 
розчинний фрагмент LAG-3.  
4. Застосування за п.3, яке відрізняється тим, що 
розчинний фрагмент LAG-3  вибраний з групи, яка 
складається з фрагментів D1-D2 і D1-D4 LAG-3.  
5. Застосування за п.3 або 4, яке відрізняється 
тим, що антигенспецифічна імунна відповідь являє 
собою опосередковану СD8+ Т-клітинами імунну 
відповідь. 
6. Застосування за п.1, яке відрізняється тим, що 
лікарський засіб містить ліганд МНС класу II у фо-
рмі трансфікованих клітин, що експресують ліганд, 
або у формі розчинної молекули зазначеного ліга-
нду. 

7. Застосування за п.1 або 2, яке відрізняється 
тим, що лікарський засіб являє собою вакцину для 
профілактики патологічного стану або лікування 
патологічного  стану у разі його виникнення.  
8. Застосування  за будь-яким з пп.1-7, яке відріз-
няється тим, що ліганд МНС класу ІІ вводиться в 
комбінації з антигеном, проти якого формується 
імунна відповідь. 
9. Застосування за п.8, яке відрізняється тим, що 
антиген вибраний з групи, яка складається з вірус-
них, бактеріальних і паразитарних антигенів. 
10. Застосування за п.8, яке відрізняється тим, 
що антиген являє собою пухлинний антиген. 
11. Застосування за п.7, яке відрізняється тим, 
що вакцина містить ліганд МНС класу ІІ у вигляді 
голої плазміди, яка включає послідовність ДНК, що 
кодує LAG-3 або CD4 
12. Застосування за п.11, яке відрізняється тим, 
що гола плазміда додатково містить послідовність 
ДНК, яка кодує антиген, проти якого формується 
імунна відповідь. 
13. Застосування за будь-яким з пп.1-8, яке відрі-
зняється тим, що патологічний стан являє собою 
злоякісну пухлину.  
14. Застосування за будь-яким з пп.1-8, яке відрі-
зняється тим, що патологічний стан являє собою 
інфекційне захворювання. 
15. Застосування розчинного фрагменту LAG-3 за 
п.4 або 5 для виробництва лікарського засобу, 
призначеного для протипухлинної імунотерапії або 
імунотерапії при інфекційних захворюваннях. 
16. Фармацевтична композиція, що містить ефек-
тивну кількість антигену, здатного індукувати анти-
генспецифічну імунну відповідь, разом з ефектив-
ною кількістю ліганду МНС класу II, здатного 
посилювати антигенспецифічну імунну відповідь, 
вибраного з групи, що складається з CD4, LAG-3 і 
похідного CD4 або LAG-3, яке зберігає здатність 
зв’язуватись з молекулою МНС класу ІІ, з якою 
зв’язується CD4 або LAG-3. 
17. Фармацевтична композиція за п.16, яка відріз-
няється тим, що ліганд МНС класу ІІ являє собою 
LAG-3 або похідне LAG-3, яке зберігає здатність 
зв’язуватись з молекулою МНС класу ІІ, з якою 
зв’язується LAG-3. 
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Цей винахід стосується застосування LAG-3 і 

CD4, а в загальнішому сенсі -лігандів молекул 
МНС класу II або МНС-ll-подібних лігандів в якості 
ад'ювантів для вакцин, з метою бустингу антиген-
специфічної імунної відповіді, так само як і засто-
сування LAG-3 в якості терапевтичного засобу в 
імунотерапії злоякісних пухлин. 

В даний час установлено, що білки, які коду-
ються ділянкою МНС (головний комплекс гістосу-
місності) класу II, втягнуті в багато напрямків імун-
них реакцій, включно взаємодію між різними 
типами лімфоїдних клітин, таких, як лімфоцити і 
антиген-презентуючі клітини. Різні дослідження 
також продемонстрували, що й інші механізми, не 
пов'язані з участю молекул CD4, беруть участь у 
прояві ефекторної функції Т-хелперів. 

Ген активації лімфоцитів-3 (LAG-3), експресо-
ваний CD-4 і CDS-позитивними активованими Т-
клітинами людини, так само як і інактивованими 
клітинами NK, кодує поліпептид, що складається з 
503 амінокислот і відноситься до мембранних біл-
ків І типу, і має чотири позаклітинних імуноглобулі-
но-подібних домени (IgSF) [1], що є лігандом мо-
лекул МНС класу II [2]. Аналіз цієї амінокислотної 
послідовності дозволив виявити виразні сегменти 
ідентичності в порівнянні з амінокислотними пос-
лідовностями, які виявляються у відповідних діля-
нок CD4, хоча загальний рівень гомології аміноки-
слотних послідовностей CD4 і LAG-3 людини 
практично не перевищує контрольний рівень (при-
близно 20%-на ідентичність послідовностей полі-
пептидів). Також є кілька внутрішніх ділянок гомо-
логії послідовностей в молекулі LAG-3 між 
доменами 1 (D1) i 3 (D3), так само як і між доме-
нами 2 (D2) і 4 (D4): це підтверджує, що LAG-3 
еволюціонував так само, як і CD4, шляхом дуплі-
кації відповідних генів, при тому, що предковою 
була структура з двома доменами IgSF [1]. Крім 
того, гени LAG-3 і CD4 локалізовані дуже близько 
один до одного в дистальній частині короткого 
плеча хромосоми 12 [3]. Таким чином, гени (і біл-
ки) LAG-3 і CD4 можуть бути визначені як "двою-
рідні брати" в складі суперсімейства імуноглобулі-
но-подібних білків [2]. 

Як і CD4, LAG-3 людини має Ig-подібні позак-
літинні домени, при тому, що в доменах 2 і 4 є мо-
тиви WxC; однак відмінністю від CD4 є присутність 
додаткової випетленої послідовності в складі 1-го 
домену (що розпізнається моноклональним анти-
тілом 17В4) і цитоплазматичного багатого пролі-
ном мотиву (Ер-повтори) в складі LAG-3 людини 
(hLAG-3). Недавно ген активації лімфоцитів-3 миші 
(mLAG-3) був клонований і було виявлено прибли-
зно 70%-ний рівень гомології з hLAG-3: зокрема, є 
той самий багатий проліном цитоплазматичний 
"хвіст". 

Антиген-специфічна стимуляція СD4-
позитивних Т-клітинних клонів в присутності моно-
клонального антитіла проти LAG-3 приводить до 
посилення клітинної проліферації і виробляння 
цитокінів [5]. Була підтверджена регуляторна роль 
hLAG-3 в активації СD4-несучих Т-лімфоцитів за 
рахунок перехресного зв'язування молекул МНС 
класу II, експресованих Т-клітинами, з химерними 

білками LAG-3/Ig [6]. Взаємодія між LAG-3 і моле-
кулами МНС класу II придушує сигнали, передані 
молекулами МНС класу II, що експресуються СD4-
позитивними Т-лімфоцитами (ослаблення пролі-
ферації клітин і виробляння цитокінів): це підтвер-
джує, що і LAG-3, і МНС класу II є ефекторними 
молекулами механізму негативної регуляції імун-
них відповідей, опосередковуваних Т-хелперними 
лімфоцитами. Для химерного білка hLAG-3/Ig було 
показано зв'язування чужорідних молекул МНС 
класу II (миші і мавпи). Крім того, передбачається, 
що mLAG-3 опосередковує позитивний сигнал в 
ефекторних клітинах: на це вказує те, що транс-
генні миші, які несуть нульову мутацію в гені LAG-
3,  характеризуються   порушенням   в   пулі  клі-
тин NK [7]. 

Лінії пухлинних клітин мишей, методами ген-
ной інженерії змінених таким чином, щоб експре-
сувати мембранні (В7.1, В7.2, CD95L і ін.) або сек-
ретирувати молекули (інтерлейкин-2, інтерлейкин-
12 та ін.), часто використовують в дослідженнях 
імунних відповідей або протипухлиинних проявів. 
Такий підхід показує, що багато пухлинних клітин є 
потенційно антигенними [9] і стають імуногенними 
тоді, коли вони експресують які-небудь молекули. 
Отримані в експерименті у мишей пухлини класи-
фікують як імуногенні тоді, коли після однієї ін'єкції 
сингенним мишам клітинних вакцин, що не реплі-
куються, ці миші виробляють ефективну імунну 
відповідь проти наступних летальних впливів. Пу-
хлини, що не забезпечують збереження такої за-
лишкової імуногенності, визначаються як слабоі-
муногенні або неімуногенні. 

Протипухлинні імунні відповіді в першу чергу 
опосередковуються Т-лімфоцитами [12]. Недавні 
дослідження підтвердили дефіцит в презентуванні 
антигенів і прилігруванні Т-клітин, що створює 
проблеми для практичного втілення ідеї універса-
льної протипухлинної вакцини. Дійсно, було вста-
новлено, що трансфекція пухлинних клітин генами, 
що кодують різні цитокіни, такі як IL-2, IL-4, IL-12 
або GM-CSF, або генами, що кодують ко-
стимуляторні молекули, такі, як В7, не тільки при-
водить до первинного відторгнення модифікова-
них клітин, але і часто забезпечує захисний імуні-
тет проти наступних впливів немодифікованими 
пухлинними клітинами [13]. 

Функціональні антиген-презентуючі клітини 
(АРС) здатні приймати, процесувати і презентува-
ти антиген Т-лімфоцитам у контексті ко-
стимуляторних сигналів, необхідних для активації 
Т-лімфоцитів, що приводить до оптимального пре-
зентування антигену. Зокрема, вірогідно встанов-
лено, що позитивні за молекулами МНС класу II 
дендритні клітини відіграють принципову роль у 
процесуванні і презентуванні антигенів в імунній 
системі. Заявники висловили гіпотезу, згідно з 
якою пухлинна імуногенність повинна зростати, 
якщо пухлину вдасться модифікувати так, щоб 
вона безпосередньо направляла АРС організму-
хазяїна, такі, як макрофаги і дендритні клітини. 
Дійсно, було повідомлено про те, що перехресне 
зв'язування молекул МНС класу II, специфічно 
експресованих такими клітинами, з використанням 
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моноклонального антитіла або суперантигену, 
опосередковує сигнали, що приводять до вироб-
лення TNFa і IL-12 [14, 15]. Раніше було повідом-
лено, що ген активації лімфоцитів-3 (LAG-3), що 
входить в склад локуса CD4 [1,6], кодує білок, що 
зв'язується з молекулами класу II головного ком-
плексу гістосумісності людини і миші з великим 
рівнем афінності в порівнянні з CD4 [17,6]. 

Заявники цього винаходу досліджували, чи 
може експресія hLAG-3, CD4 людини (hCD4) і 
mLAG-3 на трьох МНС класу II-позитивних пухли-
нах миші (слабоімуногенна саркома МСА-205 і 
неімуногенна аденокарцинома TS/A+RENCA) опо-
середкувати імунну відповідь таким чином, щоб 
відторгати пухлину в миші з індукуванням систем-
ного імунітету. 

В результаті заявники встановили, що LAG-3 
людини або миші у випадку його експресії у вигля-
ді мембранного білка в лінії клітин солідної пухли-
ни або у випадку його інокуляції мишам у вигляді 
розчинного білка індукує формування імунітету до 
найбільш злоякісних пухлин миші. Імунітет виявив-
ся залежним від Т-лімфоцитів і антиген-
специфічним. 

Автори також дослідили роль CD4 і виявили, 
що CD4 людини (hCD4) також індукує системну 
протипухлинну відповідь. 

Індукований імунітет, як було встановлено, 
опосередковується Т-лімфоцитами, оскільки таку 
саму протипухлинну відповідь було виявлено у 
мутантних мишей лінії "nude", у яких через аплазію 
гіпофізу відсутні Т-лімфоцити. 

Протипухлинний ефект був також виявлений, 
коли були використані різні лінії пухлинних клітин, 
що виявляють різні варіанти власної імуногенності, 
так само як і різні лінії мишей, що експресують 
різні гени комплексу МНС. 

Крім того, індуковані білками hLAG-3 і hCD4 
ефекти були виявлені тоді, коли лінії пухлинних 
клітин, що експресують hLAG-3 і hCD4, були ін'єк-
ційоновані в ділянці, що відрізняється від місця 
вихідної інокуляції у ліній пухлинних клітин дикого 
типу. 

Далі, системне введення розчинного hLAG-3 
прямо індукує пригнічення росту пухлини in vivo. 

Всі вказані вище результати показують, що 
LAG-3 і CD4 здатні обумовлювати антиген-
специфічну, опосередковувану Т-лімфоцитами 
імунну відповідь і можуть бути використані в іму-
нотерапії з метою запобігання розвитку злоякісних 
пухлин в популяціях, що характеризуються відпо-
відним ризиком або, в загальнішому змісті, для 
будь-яких імунотерапевтичних цілей, що ґрунту-
ються на антиген-специфічній, опосередкованій Т-
клітинами імунній відповіді, а також показують, що 
LAG-3 також може застосовуватись в якості засобу 
для пригнічення росту пухлини in vivo. 

Далі заявники продемонстрували, що розчин-
ний LAG-3 у випадку введення одночасно з анти-
геном, стосовно якого виробляється імунна відпо-
відь, здатний функціонувати в якості вакцинного 
ад'юванта. 

Такий вияв може бути пояснений поліпшенням 
презентування даного антигену спеціальними АРС 
(дендритними клітинами і макрофагами), розташо-
ваними під шкірою, що опосередковується моле-

кулами МНС класу II. 
Отже, оскільки, індукція CD8

+
 -Т-клітинного 

імунітету втягнута у вірусні  (наприклад, ВІЛ-СНІД, 
гепатит або герпес) і внутрішньоклітинні паразита-
рні і бактеріальні (наприклад, проказа, туберку-
льоз) інфекції і злоякісні пухлини, LAG-3 може бу-
ти, зокрема, використаний для терапевтичної 
вакцинації проти патогенних агентів, зв'язаних з 
цими захворюваннями, так само як і для лікування 
злоякісних пухлин. 

У відповідності до одного з аспектів цей вина-
хід стосується використання ліганду молекул МНА 
класу II і лігандів подібних молекул для виробниц-
тва лікарського засобу, призначеного для профі-
лактики або лікування патологічних станів, що втя-
гують антиген-специфічну імунну відповідь, 
переважно антиген-специфічну, опосередковувану 
Т-лімфоцитами імунну відповідь. 

В першому варіанті молекулою, що зв'язується 
з МНС класу II, є білок LAG-3, так само як і його 
похідні, здатні зв'язуватися з лігандом LAG-3, що 
входить в МНС. 

В контексті цього винаходу під похідними LAG-
3 маються на увазі мутанти, варіанти і фрагменти 
LAG-3, а саме розчинні фрагменти LAG-3, які збе-
рігають здатність самого LAG-3 зв'язуватися з мо-
лекулами МНС класу II. 

Таким чином, можуть бути використані такі 
форми LAG-3: 

- повний білок LAG-3; 
- розчинний фрагмент поліпептиду LAG-3, до 

якого входить принаймні один з чотирьох позаклі-
тинних імуноглобуліно-подібних доменів, а саме 
розчинна частина LAG-3, до якого входить позак-
літинний сегмент, що тягнеться від 23-ї амінокис-
лоти до 448-ї амінокислоти послідовності LAG-3, 
наведеної [в заявці на видачу патенту Франції 
№90-00-12]; 

- фрагмент LAG-3, до якого входять по суті по-
вні перший і другий домени; 

- фрагмент LAG-3, до якого входять по суті по-
вні перший і другий домени або всі чотири домени, 
такі, як визначені [в міжнародній патентній заявці 
WO 95/3075], такий фрагмент як: 

- мутантний варіант розчинного LAG-3 або йо-
го фрагмент, до якого входять позаклітинні домени 
D1 і D2, до яких входить: 

- заміна амінокислоти за одним з наступних 
положень: 

73-є положення, в якому аргінін замінений на 
глутамінову кислоту; 

75-е положення, в якому аргінін замінений на 
аланін або глутамінову кислоту; 

76-е положення, в якому аргінін замінений на 
глутамінову кислоту; або поєднання однієї або 
кількох таких замін; 

30-е положення, в якому аспарагінова кислота 
замінена на аланін; 

56-е положення, в якому гістидін замінений на 
аланін; 

77-е положення, в якому тіразин замінений на 
фенілаланін; 

88-е положення, в якому аргінін замінений на 
аланін; 

103-е положення, в якому аргінін замінений на 
аланін; 
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109-е положення, в якому аспарагінова кисло-
та замінена на глутамінову кислоту; 

115-е положення, в якому аргінін замінений на 
аланін; або делеція ділянки, що знаходиться між 
54-м і 66-м положеннями, або поєднання двох або 
більшої кількості таких замін. 

Такі мутантні варіанти [описані в PNAS, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA - червень 1997] [4]; 

- або фізіологічний варіант LAG-3, до якого 
входять розчинний білок з молекулярною масою 
52кДа за наявності в ньому доменів D1, D2 і D3. 

У відповідності до другого варіанту цього ви-
находу білком, що зв'язується з МНС класу II, є 
CD4 або його похідна, здатна зв'язуватися з ліган-
дом CD4 з складу молекул МНС класу II. 

Похідні CD4 такі ж самі, як ті, що були визна-
чені для похідних LAG-3. Тобто вони є мутантни-
ми, варіантами і фрагментами CD4, а саме роз-
чинними (не зв'язаними з мембраною) 
фрагментами CD4, що зберігають здатність CD4 
зв'язуватися з молекулами МНС класу II. 

LAG-3 і CD4, а саме, hLAG-3 і hCD4 або їх по-
хідні, такі, як були визначені вище, можуть бути 
введені в якості рекомбінантних складових, що 
експресують такі молекули, наприклад, в складі 
трансфікованих клітин або рекомбінантних вірусів. 

Цей винахід стосується також пухлинних клі-
тин, трансфікованих молекулою ДНК, що кодує 
принаймні один ліганд молекул МНС класу II, та-
кий, як CD4 або LAG-3, або їх похідні. 

Ще одним об'єктом цього винаходу є викорис-
тання клітин, таких, як пухлинні клітини, трансфі-
кованих молекулою ДНК, що кодує принаймні один 
ліганд молекул МНА класу II, такий, як CD4 або 
LAG-3, або їх похідні, для виробництва лікарського 
засобу, переважно лікарського засобу, призначе-
ного для профілактики або лікування патологічних 
станів, пов'язаних з антиген-специфїчною імунною 
відповіддю, такою, як антиген-специфічна, опосе-
редкована Т-лімфоцитами імунна відповідь, або 
для лікування таких патологій, як злоякісні пух-
лини. 

Трансфіковані клітини переважно є клітинами 
ссавців, а, зокрема, - пухлинними клітинами ссав-
ців. 

У відповідності до одного із своїх аспектів, цей 
винахід стосується способу одержання клітин, 
трансфікованих молекулою ДНК, що кодує при-
наймні один ліганд молекул МНС класу II, такий, як 
CD4 або LAG-3, або їх похідні, до яких відноситься 
виділення клітин у пацієнта (донора), трансфекція 
згаданих клітин молекулою ДНК, що кодує при-
наймні один ліганд молекул МНС класу II, такий, як 
CD4 або LAG-3, або їх похідні, і виділення транс-
фікованих клітин. 

Для одержання пухлинних клітин у відповідно-
сті до цього винаходу, даний спосіб може бути 
здійснений на матеріалі виділених у пацієнта (до-
нора) пухлинних клітин. 

Однак, у відповідності до варіанту, якому слід 
надати перевагу, білок, що зв'язується з молеку-
лами МНС класу II, а саме CD4 або LAG-3, або їх 
похідні, вводять у вільному вигляді, а саме в роз-
чинній формі, шляхом системного введення, на-
приклад, за допомогою підшкірної, внутрішньом'я-
зової або внутрішньовенної ін'єкцій. 

Лікарський засіб у відповідності до цього вина-
ходу може бути використаний в якості вакцини для 
профілактики захворювань, пов'язаних з антиген-
специфічною імунною відповіддю, перевагу слід 
надавати опосередкованій Т-лімфоцитами імунній 
відповіді. 

У цьому випадку його вводять разом з відпові-
дним наповнювачем з одним або кількома антиге-
нами, проти якого (яких) формується дана імунна 
відповідь. Антиген може бути інактивованим або 
ослабленим інфекційним початком або очищеним 
антигеном, наприклад, отриманим методами конс-
труювання рекомбінантних білків, таким, як анти-
ген інфекційного агента або пухлинний антиген, які 
переважно здатні обумовлювати опосередковану 
Т-лімфоцитами імунну відповідь. 

Вакцина може бути використана для запобі-
гання виникнення у суб'єкта інфекційного захво-
рювання, такого, як вірусне, бактеріальне або па-
разитарне захворювання, якщо відповідний 
інфекційний агент обумовлює формування специ-
фічної імунної відповіді, перевагу слід надати іму-
нній відповіді, опосередкованій Т-лімфоцитами. 

Вакцина може бути використана для лікування 
пацієнта від інфекційного захворювання, такого, як 
згадувалося вище, пов'язаного з опосередкованим 
Т-лімфоцитами імунною відповіддю, а саме імун-
ною відповіддю, опосередкованою СО8-
позитивними Т-клітинами. 

Приклади захворювань, пов'язаних з форму-
ванням опосередкованої Т-лімфоцитами імунної 
відповіді, наведені нижче в таблиці. 

 
Таблиця 

 
   

Тип патогену Збудник Захворювання 

Віруси ВІЛ ВІЛ-інфекція 
 HBV, HCV Гепатити 
 HSV, CMV, 

HHV 
Саркома Капоші, 
відторгнення при 
трансплантаціях 

Внутрішнь- 
оклітинні бактерії 

Listeria Лістеріоз 
Mycobacteria Проказа, тубер-

кульоз 
Внутрішньоклітин- 
ні паразити 

Plasmodium Малярія 

І т.д.  

 Онкогени Більшість карци-
ном, 

 І т.д. меланом, лейко-
зов 

 
В цих випадках антиген розподіляється по клі-

тинах і відповідні пептиди завантажуються на мо-
лекули МНС класу І і презентуються на поверхні 
таких клітин, де вони розпізнаються CDS-носними 
Т-клітинами. Дані, отримані заявниками, які пока-
зують, що молекули LAG-3/Ig індукують ефективну 
Т-клітинну імунну відповідь у тварин і стимулюють 
незрілі дендритні клітини і макрофаги in vitro, чітко 
підтверджують, що білок LAG-3 є ад'ювантом Т-
клітин в ситуаціях, коли він взаємодіє з молекула-
ми МНС класу II на спеціальних клітинах АРС. 

Вакцина може бути також використана для за-
хисту суб'єкта від злоякісної пухлини, причому як 
солідної пухлини, так і лейкозу. 
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Вакцина також може бути використана для лі-
кування пацієнта від злоякісної пухлини. 

У цьому випадку білок, що зв'язується з моле-
кулами МНС класу II, а саме LAG-3 або CD4, вво-
дять суб'єкту .(реципієнтові) підшкірно або внутрі-
шньошкірно або у формі назального аерозолю 
разом з одним або кількома антигенами, здатними 
обумовлювати імунну відповідь; перевагу слід на-
давати імунній відповіді, опосередкованій Т-
лімфоцитами. Антиген може бути пептидом, ліпо-
протеїном, рекомбінантним білком або молекулою 
ДНК, що кодує такі антигени. 

Протипухлинна вакцина може прищіплюватись 
в популяціях, що характеризуються ризиками, які 
визначають генотипово (профілактична вакцина), 
або пацієнтам (лікувальна вакцина), у яких є пух-
лина або є високий ступінь ризику її рецидиву піс-
ля хірургічного втручання. 

Якщо вакцина використовується в якості стан-
дартної (профілактичної) вакцини або лікувально-
го препарату, вона може бути введена у вигляді 
"голої" плазміди [19], до якої входить послідовність 
ДНК, що кодує LAG-3 або CD4, перевагу слід на-
дати вміщенню під контроль сильного промотора. 

Також слід надати перевагу наявності у складі 
плазміди ДНК, що кодує антиген, стосовно якого 
формується імунна відповідь. 

Наступним об'єктом цього винаходу, таким чи-
ном, є фармацевтична композиція, що містить 
ефективну кількість ліганду молекул МНС класу II 
в поєднанні з ефективною кількістю антигену, зда-
тного стимулювати імунну систему, перевагу слід 
надавати здійсненню цього по шляху формування 
Т-клітинної імунної відповіді. 

Ще в одному своєму аспекті цей винахід сто-
сується використання LAG-3 з якості лікарського 
засобу, призначеного для проведення протипух-
линної імунотерапії в пацієнтів, у яких розвинулась 
злоякісна пухлина. 

У цьому випадку надають перевагу введенню 
LAG-3 у вигляді вільного білка LAG-3 або його по-
хідної разом із фармацевтично прийнятним напов-
нювачем, перевагу слід надавати у вигляді роз-
чинної похідної у відповідності до того, як воно 
було охарактеризовано вище. 

LAG-3 може бути введений шляхом внутріш-
ньопухлинної ін'єкції або за допомогою системної 
ін'єкції, наприклад, підшкірно, внутрішньовенно 
або внутрішньом'язово. 

Іншим об'єктом цього винаходу є спосіб гено-
терапії пухлин, в якому є такі етапи, як виділення 
частини пухлинних клітин пацієнта, трансфікуван-
ня вказаних клітин молекулою ДНК, що кодує при-
наймні один ліганд молекул МНС класу II, такий, як 
CD4 або LAG-3, або їх похідні, і повторне введення 
трансфікованих клітин цьому ж пацієнту. 

Нижченаведені приклади характеризують ак-
тивність LAG-3 і CD4 у зв'язку з профілактикою 
або лікуванням патологічних станів, що втягують 
опосередковану Т-лімфоцитами імунну відповідь. 

Для кращого розуміння цього винаходу можна 
звернутися до Фіг., що додаються, на яких: 

Фіг.1 показує середній розмір пухлин у мишей 
C57BL/6, заражених пухлинними клітинами МСА-
205 дикого типу (MCA WT), пухлинними клітинами 
МСА-205, трансфікованими hCD4 (MCA hCD4), 

пухлинними клітинами МСА-205, трансфікованими 
hLAG-3 (MCA hLAG-3); 

Фіг.2 показує результати (середній розмір пух-
лин), отримані після повторної стимуляції тих са-
мих мишей пухлинними клітинами МСА дикого 
типу в мінімальній пухлинорідній дозі; 

Фіг.3 показує результати (середній розмір пух-
лин), отримані після повторної стимуляції тих са-
мих мишей сторонньою лінією пухлинних клітин 
МС38; 

Фіг.4 показує результати (середній розмір пух-
лин), отримані при використанні іншої лінії мишей 
(BALB/c) і іншої лінії пухлинних клітин (TS/A) як 
дикого типу (TS/A дикий тип), так і трансфікованих 
hCD4 (TS/A hCD4) або hLAG-3 (TS/A hLAG-3); 

Фіг.5 показує результати (середній розмір пух-
лин), отримані на існуючих пухлинах, на які впли-
вали різними дозами клітин МСА, що експресують 
hLAG-3; 

Фіг.6 показує результати (середній розмір пух-
лин), отримані з використанням розчинного LAG-3, 
що вводиться разом з клітинами MCA (MCA wt. - 
дикий тип; MCA wt+25мкг LAG-3; і MCA wt+250мкг 
LAG-3); 

Фіг. збоку від рамки фігури 6 показує частку 
мишей, у яких розвинулася пухлина; 

Фіг.7 і 8 показують дані про експресію LAG-3 
на мембрані лімфоцитів, що інфільтруються в пух-
лину (TILs у п'ятьох пацієнтів (Р1-Р5), у яких є кар-
цинома ниркових клітин (RCC); 

Фіг.9 демонструє відторгнення hLaG-3-
позитивних пухлинних клітин, опосередковуване 
CDS-позитивними лімфоцитами. 

А: FACS-аналіз (за допомогою клітинного 
флуоресцентного сортера) експресії CD8 лімфо-
цитами, що інфільтруються в пухлину (ЛІП) у конт-
рольних мишей (МСА-205 дикого типу) у порівнян-
ні з ЛІП мишей варіанту МСА-205+hLAG-3. В: CDS-
позитивні Т-лімфоцити беруть участь у контролі 
росту пухлини TS/A hLAG-3. Мишам внутрішньо-
черевно шляхом ін'єкції вводили 200мкг очищено-
го CD4- або СО8-специфічного моноклонального 
антитіла в дні -3, -2, -1, +4 і +8. Пухлинні клітини 
TS/A дикого типу або TS/A hLAG-З (MTD) були 
введені ін'єкцією підшкірно в 0-й день. Дані пока-
зані як середні ± середнє квадратичне відхилення 
(s.e.) для 5 мишей у кожній групі окремого експе-
рименту. Ці експерименти були проведені в двох 
повтореннях і були отримані подібні результати. С: 
Збільшена активність протипухлинних CTL у ми-
шей, що виявляють відторгнення клітин hLAG-
3/TS/A. Мишам вводили підшкірні трансплантати 
50тис. клітин hLAG-3/TS/A, а потім проводили їх 
повторну стимуляцію на 30-й день з використан-
ням 250 тисяч вихідних клітин TS/A. Селезінки 
були взяті на 60-й день життя безпухлинних ми-
шей, і спленоцити культивували протягом 6 днів з 
поміченими клітинами-мішенями, які були опромі-
нені. Цитолітична активність стосовно помічених 
клітин-мішеней була протестована в стандартному 
4-годинному тесті з виходом радіоактивного хро-
му-51 при різних співвідношеннях "ефек-
тор:мішень" (Е:Т). Показано результати експери-
менту на двох особинах мишей. Ці експерименти 
були здійснені в двох повтореннях на 4 особинах і 
були отримані подібні результати; 
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Фіг.10 показує дані (середній розмір пухлини) 
для мишей (20 особин лінії C57BL/6), яким трансп-
лантували клітини MTD, сингенні пухлинним кліти-
нам MCA-20.5, яким проводили одноразове вве-
дення вакцини, що містить LAG-3/Ig. На 6-й день 
були сформовані 4 групи по 5 мишей, яким прово-
дили одноразове підшкірне введення вакцини 
(200мкл). Антиген привносили жорстко опроміне-
ними (100Гр) клітинами МСА-205. 

Експерименти, що ілюструють дані приклади, 
були проведені з використанням наступних мате-
ріалів і методів. 

Матеріали і методи 
1. Лінії пухлинних клітин 
Використані лінії пухлинних клітин, позитивні 

за класом І і негативні за класом II МНС, були та-
кими: слабко імуногенна, індукована метилхолант-
реном лінія саркомних клітин МСА-205 (сингенна 
мишам лінії C57BL/6 Н-2); імуногенна лінія клітин 
ниркової карциноми RENCA; і неімуногенна лінія 
клітин недиференційованої спонтанної аденокар-
циноми молочної залози TS/A (обидві сингенні 
мишам лінії BALB/c H-2

d
). Лінія клітин карциноми 

товстої кишки МС38 (сингенна мишам лінії 
C57BL/6) були використані в експериментах з по-
вторної стимуляції в якості контрольної пухлини. 
Клітини підтримували при 37°С у вологій атмос-
фері повітря при 10% СО2 у повному середовищі 
(культуральне середовище RPMI-1640 з додаван-
ням глутаміна, пірувата натрію, пеніциліну і стреп-
томіцину, 10% звільненої від ендотоксинів навко-
лоплідної сироватки теляти і 0,05мМ 2-β-
меркаптоетанолу). Для експериментів по імунному 
фарбуванню й в експериментах in vivo клітини від-
бирали з відповідних культуральних ємностей з 
фосфатним буфером, що містить 1мМ ЕДТА. Пе-
ред проведенням підшкірної ін'єкції клітини проми-
вали тричі холодним фосфатним буфером (1х) і 
ресуспендували в тому ж буфері. Клітини не куль-
тивували протягом більш двох тижнів. 

2. Миші 
Самки мишей лінії C57BL/6 у віці 6 або 8 тиж-

нів були придбані у фірмі IFFRA-CREDO Lab. 
(Lyon, Франція). Самки мишей лінії BALB/c у віці 4 
або 8 тижнів були придбані у фірми JANVIER Lab. 
(Франція). Всі миші утримувались в умовах, віль-
них від конкретних патогенів. Самки мишей лінії 
"nude" були придбані в віварії Institut Gustave 
Roussy і утримувались в захищеному мкросередо-
вищі. 

3. Генетичні конструкції 
кДНК hLAG-3, mLAG-3 і hCD4 були клоновані у 

вектор, що несе ген гігроміцинової резистентності 
(сайтами, що клонують, були Xbal-сайт для hLAG-
3 і hCD4 і Xhol-сайт для mLAG-3), уміщаючи під 
контроль промотора SRa [18]. В якості негативного 
контролю використовували клонування кДНК 
hLAG-3 в протилежній орієнтації. Всі лінії пухлин-
них клітин (2,5млн. клітин) використовували для 
трансфекції шляхом електропорації з використан-
ням пристрою Eurogentec (Бельгія): клітини МСА-
205 при 200 В, клітини TS/A і RENCA при 300 В, 
при опорі 1500мкФ і необмеженому опорі шунта. 
Трансфектантів селектували в присутності гігромі-
цину-В (Sigma): трансфектанти МСА-205 при кон-
центрації 100мкг/мл, а трансфектанти клітин 

RENCA і TS/A при 200мкг/мл. Резистентні клітини, 
що експресували трансфіковані молекули, були 
ідентифіковані з використанням цитофлуориметра 
Elite (Coulter, Hialeah, FL, США) і клоновані шляхом 
обмежуючого розведення. В даному аналізі вико-
ристовували кращий клон для кожної з конструкцій 
у випадку кожної лінії пухлинних клітин. 

4. Цитофлуориметричний аналіз 
Резистентні клітини, що експресують трансфі-

ковані молекули, були забарвлені шляхом непря-
мої імунофлуоресценції з використанням насичу-
ючих кількостей очищених або взятих з асцитиої 
рідини моноклональних антитіл. Спочатку клітини 
інкубували з моноклональними антитілами: 17В4 
(антитіло, специфічне стосовно hLAG-З) [2], ОКТ4 
(антитіло, специфічне стосовно hCD4), в якості 
негативного контролю використовувалась преіму-
нна сироватка кролика (позначалася як PIS) і імун-
на сироватка кролика до mLAG-3 (позначена як 
IS). Експресія молекул класів І і II МНС миші на 
пухлинах виявляли з використанням наступних 
моноклональних антитіл: 34-1-2S - у відношенні Н-
2 K

d
 і D

2
; 28-8-6S - у відношенні Н-2 K

b
 і D

b
; 14-4-4S 

(у відношенні E
d
; M50114 (у відношень ІА і IE). 

Потім клітини промивали і інкубували з поєд-
наною з FITC 

(флуоресцинізотіоціанат) козячою антимиши-
ною сироваткою (GAM Coulter) або поєднаною з 
FITC козячою антикролячою сироваткою (GAR 
Southern Biotechnologies Inc.). Для аналізу присут-
ності клітин, що інфільтруються, або заповнення 
клітин на периферії пухлини деякі миші були заби-
ті, а їх пухлини розмацеровані. Клітини забарвлю-
вали шляхом прямої імунофлуоресценції з вико-
ристанням 17B4-FITC або наступних 
моноклональних антитіл (Pharmingen): анти-
mСD4-РЕ (L3T4), анти-mСD8 (Ly-2 і Ly3.2), анти-
mNK (2В4) і анти-mСD22 (Lyb-8.2). Клітини відсор-
товували з використанням цитофлуориметра Elite 
(Coulter). 

Позитивні клітинні лінії потім клонували шля-
хом обмежуючого розведення LaG-3-позитивних 
або СD4-позитивних клонів, а отримані клони були 
заморожені для проведення подальшого аналізу. 

Для створення розчинних молекул LAG-3 по-
заклітинні домени в складі hLAG-3 і mLAG-3 були 
приєднані до Fc-сегментів імуноглобулінів hlgGl і 
mIgG2a, відповідно, згідно з описаним раніше [6]. 
Кінцеві рекомбінантні білки - hLAG-3/Ig і mLAG-3/Iq 
- були отримані в клітинах СНО й очищені на ко-
лонках з протеїном А. 

5. Експерименти з пухлинами in vivo 
5.1. Досягнення росту пухлин і вакцинація 
Впровадження ліній пухлинних клітин було 

здійснено підшкірно з використанням мінімальної 
пухлинорідної дози (МОД) - 20 тисяч клітин на 1 
мишу для лінії МСА-205, 50 тисяч клітин для лінії 
TS/A і 100 тисяч клітин для лінії RENCA, - або з 
використанням 5-кратної МОД. Мишам, у яких не 
розвивалась пухлина протягом 30 днів після про-
ведення ін'єкції, проводили повторну стимуляцію 
вихідною лінією пухлинних клітин (5-кратна МОД). 
Клітини МС38 (карцинома товстої кишки) були ви-
користані в кількості 100 тисяч для індукції контро-
льної пухлини в мишей лінії C57BL/6, які відторга-
ли пухлину TS/A. Пухлинні клітини вводили 
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ін'єкцією узгодженим за віком мишам лінії C57BL/6 
і BALB/c, які раніше не піддавались яким-небудь 
подібним діям. 

Ріст пухлин контролювали 2-3 рази в тиждень 
шляхом вимірювання двох лінійних параметрів 
пухлини (перпендикулярних один до одного) з ви-
користанням штангенциркуля. В день проведення 
аналізу пухлини in vivo клітини аналізували цито-
флуориметрично і ставили тест на проліферацію 
in vitro. 

5.2. Моделі лікування пухлин 
В 0-й день лінії пухлинних клітин дикого типу 

були інокульовані підшкірно в лівий бік (МОД) . В 
0-й, на 3-й або 6-й день LaG-3-позитивні пухлинні 
клітини вводили ін'єкцією в правий бік (МОД або 5-
кратна МОД) з метою визначення протипухлинного 
дії на нетрансфіковані клітини, розташовані у від-
даленій частині тіла. Ріст пухлин контролювали 
так само, як це було описано вище. 

5.3. Для цитометрического аналізу мишей іно-
кулювали підшкірно 5-кратною МОД пухлинних 
клітин у відповідності до описаного вище. На 8-й 
день пухлини розмецеровували і тестували з ви-
користанням моноклональних антитіл CD3-PE, 
CD4-PE, CD8-PE, CD80-FITC, CD86-FITC, 2В4-РЕ 
(клітини NK), CD22-PE (В-клетки) або hLAG-3-FITC 
з використанням цитофлуориметра Elite (Coilter). 

5.4. Для виснаження лімфоцитів мишам внут-
рішньочеревинно вводили 200мкг очищеного [18] 
анти-СБ4 (YTS 191.1.2) або анти-СО8 (YTS 
169.4.2.1) моноклонального антитіла в дні -3, -2, -
1, +4 і +8. Пухлинні клітини дикого типу або hLAG-
3-TS/A були інокульовані підшкірно на 0-й день 
(МОД). Цитофлуориметричний аналіз контрольних 
мишей, що одержували такі дози моноклональних 
антитіл, показав більш ніж 95%-ную редукцію мар-
керної мішені в селезінці (дані в заявку не вне-
сено). 

6. Дослідження in vitro 
Для тестування цитотоксичності були сформо-

вані пухлино-специфічні короткочасні культури 
CTL на основі змішаної лімфоцитарної культури 
пухлинних клітин. Коротше, 30млн. спленоцитів 
були відібрані на 30-й день у мишей, які відторгну-
ли пухлини, які у них утворилися. Ці клітини були 
простимульовані 3млн. опромінених вихідних пух-
линних клітин у повному середовищі протягом 4 
днів, а потім додавали 50од./мл рекомбінантного 
інтерлейкину-2 людини (Cetus) на 2 дні. Ефекторні 
функції спленоцитів були протестовані на 6-й день 
в рамках стандартного 4-годинного тесту на вихід 
радіоактивного хрому-51 (при співвідношенні 
"ефектор:мішень" від 25:1 до 200:1) проти відміче-
них клітин-мішеней, аутологічних пухлинних клі-
тин, сторонньої саркомної лінії H-2

d
 WEHI-164 і 

NK-чутливої клітинної лінії YAC. Ефективність лі-
зису в трьох повторах була підрахована як {[різни-
ця шкідливих експериментального і спонтанного 
випромінювань в імп/хв.]/[різниця середніх макси-
мального і спонтанного випромінювань в 

імп/хв.]} 100. Автори визначали лізис як специфіч-
ний тоді, коли був лізис мишачих спленоцитів, що 
відторгали пухлинні клітини, за відрахуванням лі-
зису позаекспериментальних спленоцитів миші. 

 
 

Результати 
Приклад 1 
Поверхнева експресія hCD4, hLAG-3,. mLAG-3 

і молекул МНС в лініях пухлинних клітин 
Трансфіковані пухлинні клони були забарвлені 

у відповідності до описаного в розділі 2.2 і проана-
лізовані з метою порівняння рівнів експресії hCD4, 
hLAG-3 і mLAG-3. В даному аналізі використову-
вали для кожної з конструкцій по одному клону, 
який показав найкращі результати. Серед ліній 
пухлинних клітин найвищий рівень молекул МНС 
класу І експресували клітини TS/A, а найменший 
рівень експресії молекул МНС класу І - клітини 
МСА-205. Які-небудь істотні відмінності в рівні екс-
пресії молекул МНС класу І при порівнянні вихід-
них і трансфікованих клонів пухлинних клітин ви-
явлено не було. 

Приклад 2 
Формування пухлинних моделей і вакцинація: 

порівняння дії hCD4 і hLAG-3 
Дані експерименти були проведені з метою 

визначення пухлинорідності клітин після їх транс-
фікування: клітинами МСА-205, TS/A, як показано 
на Фіг.1 і 4 і RENCA. Індукція протипухлинного іму-
нітету LaG-3-позитивної пухлини порівнювали з 
вихідними лініями пухлинних клітин. 

Клітини МСА-205, TS/A і RENCA дикого типу 
ефективно проліферували у випадку, коли їх підш-
кірно імплантували або сингенним мишам ліній 
C57BL/6 і BALB/c, або мутантним мишам 
nude/nude. Пухлинні клітини, що виявляли стабі-
льну трансфікованість клонами hLAG-3 в зворотній 
орієнтації, визначену в процесі гігроміцинового 
добору, характеризувалися подібними парамет-
рами росту. 

Тварини, яким вводили MCA-LAG-3, відторга-
ли пухлину. Тварини, яким вводили MCA-CD4, 
виявляли низьку інтенсивність росту пухлини в 
порівнянні з тваринами, яким вводили клітини 
МСА дикого типу. Дві особини (з 5) повністю відто-
ргали пухлину (Фіг.1). 

Подібні результати були отримані в аналізі 
mLAG-3 (дані в заявку не внесено). 

Ці результати вказують на те, що ектопічна 
експресія hLAG-3, mLAG-3 і hCD4 підвищує імуно-
генність лінії саркомних клітин МСА і запобігає 
утворенню пухлини в МСА-трансфектанта, тобто 
вона обумовлює формування імунітету проти зло-
якісної пухлини в миші. 

Подібні результати були отримані в аналізі пу-
хлинних клітин TS/A у мишей лінії BALB/c (Фіг.2). 

Подібні результати також були отримані при 
аналізі пухлинних клітин RENCA у сингенних ми-
шей лінії BALB/c. 

Таким чином, протипухлинна дія виявляється: 
- в різних лініях мишей, що експресують різні 

гени головного комплексу гістосумісності (МНС); 
- при використанні різних ліній пухлинних клі-

тин (що виявляють різний рівень власної імуноген-
ності - TS/A<МСА). 

Миші лінії "nude" (nu/nu) були інокульовані пу-
хлинними клітинами МСА дикого типу, МСА hLAG-
3 і МСА hCD4: ріст трансфектантів характеризува-
вся подібними параметрами. 

Це підтверджує той факт, що системний, дов-
гостроковий, пухлино-специфічний, обумовлений 
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молекулами hLAG-3 або hCD4 імунітет є опосере-
дковуваним Т-лімфоцитами [які відсутні в мишей 
"nude"]. 

Мишам, які раніше були інокульовані клітина-
ми МСА дикого типу, МСА pLAG-3 і МСА hCD4 і 
через 30 днів не характеризувалися розвитком 
пухлини, проводили повторну стимуляцію (1-
разову) 5-кратною дозою МОД пухлинних клітин 
або сторонньої лінії клітин МС38 карциноми товс-
тої кишки. 

Отримані результати показані на Фіг.2 і 3. 
Після повторної стимуляції ріст МСА дикого 

типу виявився уповільненим у тварин, які вижива-
ли і яким вводились клітини МСА LAG-3 і клітини 
МСА CD4 (Фіг.2). 

Жодного з цих ефектів не було виявлено у 
мишей, повторно простимульованих сторонніми 
пухлинними клітинами МС38 (Фіг.3). 

Це вказує на те, що ектопічна експресія і 
hLAG-3, і hCD4 має ад'юванто-подібну дію і індукує 
довготривалий антиген-специфічний імунітет сто-
совно вихідного немодифікованого типу пухлини. 

Приклад 3 
Лікування пухлин МСА-205 дикого типу в ми-

шей C57BL/6 з використанням МСА hLAG-3 
В цьому експерименті були використані три 

групи по п'ять особин у кожної з них. 
Кожну групу інокулювали в один бік клітинами 

МСА дикого типу, а через 3 дні - або клітинами 
МСА дикого типу (група 1), клітинами МСА hLAG-3 
в кількості 200 тисяч клітин (група 2), або клітина-
ми МСА hLAG-3 в кількості 1 млн. клітин (група 3). 

Розмір вихідної пухлини вимірювали в кожній 
групі осіб протягом 30 днів. Дані наведені на Фіг.5. 

Ін'єкція клітинами МСА hLAG-3 затримувала 
ріст пухлини в дозозалежному режимі. 

Цей експеримент підтверджує наявність сис-
темного ефекту LAG-3 стосовно росту пухлини і 
вказує на те, що LAG-3 є лікарським засобом, що 
справляє дію на пухлини щільних тканин. 

Приклад 4 
Лікування пухлин МСА-205. дикого типу в ми-

шей C57BL/6 з використанням розчинного LAG-3 
Три групи по п'ятеро мишей в кожній були од-

ночасно інокульовані клітинами МСА дикого типу, 
суспендованими або у фосфатному буфері (група 
1), або у фосфатному буфері, що містить розчин-
ний білок LAG-3 людини (shLAG-3 D1D4) в кількос-
ті або 25мкг (група 2), або 250мкг (група 3). 

Розмір пухлин вимірювали в кожній групі про-
тягом 30 днів. 

Отримані дані наведено на Фіг.6. 
Введення hLAG-3 D1D4 індукувало уповіль-

нення росту пухлини в залежному від дози режимі. 
Отримані дані показують, що системне вве-

дення розчинного hLAG-3 прямо обумовлює приг-
нічення росту пухлини in vivo. 

Приклад 5 
Експресія LAG-3 in vivo на поверхні пухлинних 

лімфоцитів (TIL) людини, що інфільтруються в 
карциному ниркових клітин (RCC) 

В організмі людини LAG-3 експресується в 
тканинах (наприклад, в запалених вторинних лім-
фоїдних органах), але не на поверхні моноядерних 
клітин циркулюючої крові (РВМС) [3], причому на-
віть таких, як активовані in vivo PBMC, позитивні за 

антигенами CD25 і CD69. На вищому рівні LAG-3 
експресований на поверхні активованих, обмеже-
них по класу І МНС, СD8-позитивних клітинах в 
порівнянні з обмеженими по класу II МНС, СD4-
позитивними клітинами [3], а індукція експресії 
LAG-3 інтерлейкином-12 або ще потужнішим поєд-
нанням інтерлейкинів [IL2+IL12] виявляється істо-
тнішою на клітинах CD4+ у порівнянні з клітинами 
CD4+. Білок LAG-3 є активаційним антигеном, що 
слабо експресується як in vitro, так і in vivo, і іноді 
буває важко оцінити кількісно і якісно параметри 
флуоресцентного мічення свіжоприготовлених 
пухлинних тканин. Оскільки LAG-3 може взаємоді-
яти з антиген-презентируючими клітинами пухлин 
людини, позитивними за молекулами МНС класу 
II, заявники оцінювали його експресію в групі пух-
лин, для яких відома асоційованість з Т-
лімфоцитами, з застосуванням імуногістохімічних 
методик (процедура АРΑΑΡ). Експресія LAG-3 бу-
ла виявлена у всіх тестованих пухлинних лімфо-
цитів, що інфільтруються, (TIL), включно 5 мела-
ном, 10 ниркових аденокарцином і 7 β-клітинних 
лімфом. 

Вісім пацієнтів були обстежені щодо експресії 
LAG-3 в пухлинних лімфоцитах, що інфільтрують-
ся, у випадках наявності карциноми ниркових клі-
тин. 

В експериментах з цитофлуориметричним те-
стуванням були використані розмацеровані пух-
линні тканини. Експресія LAG-3 була досліджена в 
популяції лімфоцитів, визначеній за її розмірами і 
ступенем гранулярності. Загиблі клітини були ви-
ключені з аналізу після їх виявлення за допомогою 
фарбування йодистим пропідієм. Клітини TIL пози-
тивно забарвлювались моноклональним антитілом 
17В4, специфічним стосовно епітопу в складі поза-
клітинної петлі поліпептиду LAG-3. 

Отримані результати подані на Фіг.7 для паці-
єнтів Р1-Р3, і на Фіг.8 для пацієнтів Р4 і Р5. 

Для всіх пацієнтів цієї групи було виявлено 
зсув піку флуоресценції, що вказує на зв'язування 
антитіла 17В4 на поверхні цих лімфоцитів. 

Таким чином, у всіх пацієнтів клітини TIL дійс-
но експресували LAG-3 за наявності істотної част-
ки (30%) RCC-TIL у незалежних пацієнтів. 

В усіх вибірках для CD3-позитивних Т-
лімфоцитів було виявлено експресування LAG-3 (в 
межах 11%-48%) за більшого рівня експресії і Т-
лімфоцитів CD8+. 

З іншого боку, моноядерні клітини периферій-
ної крові були негативними щодо LAG-3 в цих са-
мих пацієнтів: це показує, що експресія LAG-3 на 
поверхні лімфоцитів є процесом, спорідненим Т-
клітинній активації в пухлинах. 

Більше того, при використанні тесту ТІФА 
(твердофазний імуноферментний аналіз) було 
показано, що високі концентрації (біля 1нг/мл) роз-
чинного LAG-3 виявляються в крові ракових хво-
рих. 

Ці дані показують, що білок LAG-3 є молеку-
лою, втягнутою в протипухлинну відповідь, що 
природно зустрічається у людини, і, відповідно, 
підтверджує застосування LAG-3 в бустингу імуно-
логічного контролю за пухлинними клітинами у 
людини. 
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Приклад 6 
Опосередкування первинного відторгнення 

СD8-позитивними Т-лімфоцитами 
Відторгнення трансфектантів МСА-205 hLAG-3 

і TS/A hLAG-3 було залежним від Т-лімфоцитів, 
оскільки відторгнення зовсім не спостерігалося у 
дефіцитних за Т-клітинами ("безтимусних") мишей 
nu/nu. Після ін'єкції 5-кратної МОД таких клітин 
пухлини по 10мм у діаметрі утворювалися на 8-й 
день: розмацерування пухлинні клітини і лімфоци-
ти, що інфільтруються в пухлину, аналізували ме-
тодом FACS. Пухлини дикого типу, так само як і 
трансфектанти по LAG-3, що виявляються почат-
ково негативними за антигенами CD80 і CD86, 
зберігали негативність за цими поверхнево-
клітинними маркерами після інокуляції, у той час 
як LAG-3 стабільно виявлявся в пухлинах hLAG-3 
при використанні моноклонального антитіла 17В4, 
специфічного стосовно LAG-3 (дані в заявку не 
внесено). В 8-денних пухлинах-експлантантах час-
тка СD8-позитивних клітин склала приблизно 31% 
в пухлинах МСА-205 hLAG-З в порівнянні з 4% в 
пухлинах МСА-205 (Фіг.9а), в той час як ніяких від-
мінностей не було виявлено при аналізі наборів 
клітин CD4+, В або NK. Подібні результати були 
отримані при аналізі пухлин TS/A (дані в заявку не 
внесено). Нарешті, відносний внесок CD4- і СD8-
позитивних Т-лімфоцитів в формування протипух-
линної відповіді був проаналізований шляхом ви-
снаження мишей за цими клітинними комплекса-
ми. Як показано на Фіг.9b, введення СD8-
специфічного моноклонального антитіла в момент 
інокуляції дозою МОД hLAG-3/TS/A запобігає від-
торгненню пухлинних клітин hLAG-3/TS/A. Участь 
СD4-позитивних хелперних Т-лімфоцитів підтвер-
джується конкретним ефектом, що спостерігається 
при використанні моноклонального антитіла, спе-
цифічного стосовно CD4 (Фіг.9b). 

Приклад 7 
Посилення пухлино-специфічної CTL-відповіді 

дією hLAG-3 
Для подальшого з'ясування механізму проти-

пухлинної активності LAG-3 автори оцінювали 
вплив цього білка на утворення цитотоксичних Т-
лімфоцитів (клітин CTL), здатних знищувати неі-
муногені клітини TS/A. Спленоцити були зібрані у 
мишей, яким імплантували пухлину hLAG-3/TS/A і 
які були здатні відторгати пухлинні клітини дикого 
типу при 5-кратній дозі МОД в експериментах з 
повторної стимуляції, і були повторно простиму-
льовані in vitro на 6 днів опроміненими клітинами 
TS/A. Активність клітин CTL була визначена в 
спленоцитах мишей, яким були імплантовані пух-
линні клітини hLAG-3 (Фіг.9с), у той час як сплено-
цити тварин, які ще взагалі не втягувались в екс-
перимент, не виявляли цитотоксичної активності 
зовсім (дані в заявку не внесені). Активність CTL, 
мабуть, виявляється селективною стосовно неіму-

ногенних клітин TS/A, оскільки сингенні саркомні 
клітини WEHI, так само як і NK-чутливі клітини 
YAC, не лізувалися (Фіг.9с). 

Приклад 8 
Лікування сформованих пухлин 
Автори винаходу показали, що контроль росту 

пухлини може бути забезпечений шляхом викори-
стання розчинної молекули LAG-3, що береться в 
якості вакцинного ад'юванта. Однократна ін'єкція 
суміші антигену (опромінені пухлинні клітини) ра-
зом з бустерним чинником (mLAG-3/Ig - 1мкг або 
0,1мкг) виявляється ефективною (Фіг.10). 

Передбачається, що in vivo молекули розчин-
ного LAG-3 можуть передавати сигнал клітинам 
острівців Лангерганса (або будь-яким антиген-
презентуючим клітинам, що знаходяться у вакцин-
ному сайті) через молекули класу II головного 
комплексу гістосумісності (МНС) про ефективне 
"включення" CDS-позитивних Т-лімфоцитів. 
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