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(57) Изобретение относится к нуклеиновой кислоте для увеличенной экспрессии в растении
гемагглютинина (HA) вируса гриппа типа A или B, которая включает полинуклеотид, кодирующий
HA, регуляторный элемент, активный в растении и содержащий соответствующий промотор и
энхансер CPMV. Изобретение также относится к растению, содержащему заявленную нуклеиновую
кислоту, которое может быть использовано в способе получения вирусоподобных частиц. Также
изобретение относится к полученным вирусоподобным частицам и содержащим их иммуногенным
композициям, которые могут быть использованы в способах индуцирования иммунитета против
вируса гриппа. Изобретение также относится к растению, растительному экстракту и пищевой
добавке, содержащим вирусоподобные частицы, и их применениям.
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Область техники 

Настоящее изобретение относится к производству вирусоподобных частиц. Более конкретно, на-
стоящее изобретение относится к производству вирусоподобных частиц, содержащих антигены вируса 
гриппа. 

Предпосылки создания изобретения 

Грипп является главной причиной смерти людей из-за воздействия респираторного вируса. Типич-
ными симптомами заболевания являются лихорадка, боль в горле, одышка и, наряду с прочим, боль в 
мышцах. Во время вспышки заболевания вирусами гриппа инфицируются 10-20% населения всего мира, 
что обусловливает ежегодно смерть 250-500 тыс. человек. 

Вирусы гриппа относятся к оболочечным вирусам, которые отпочковываются от плазматической 
мембраны инфицированных клеток млекопитающих и птиц. Их классифицируют на типы А, В или С по 
присутствующим на них нуклеопротеидам и антигенам белков матрикса. Вирусы гриппа типа A можно 
дополнительно подразделить на подтипы по комбинации представленных поверхностных гликопротеи-
нов, т.е. гемагглютинина (HA) нейраминидазы (NA). HA управляет способностью вируса связываться с 
клеткой хозяина и проникать в нее. NA отщепляет концевые остатки сиаловых кислот от полисахарид-
ных цепочек на клетке хозяина и поверхностных вирусных белках, которые предотвращают агрегацию 
вирусов и обеспечивают подвижность вируса. В настоящее время известны 16 подтипов HA (H1-H16) и 9 
подтипов NA (N1-N9). Каждый вирус гриппа типа A представляет один тип HA и один тип  
NA-гликопротеида. Как правило, каждый подтип проявляет видоспецифичность; например, известно, что 
все подтипы HA и NA заражают птиц, а человека инфицируют только подтипы H1, H2, H3, H5, H7, H9, 
H10, N1, N2, N3 и N7 (Horimoto, 2006; Suzuki 2005). Вирусы гриппа, содержащие H5, H7 и H9, считаются 
самыми патогенными формами вирусов гриппа типа A и с большой вероятностью будут причиной буду-
щих пандемий. 

Пандемии гриппа обычно вызывают высокозаразные и вирулентные вирусы гриппа; пандемии мо-
гут приводить к росту заболеваемости и смертности по всему миру. Появление новых подтипов вируса 
гриппа типа A привело в XX веке к 4 большим пандемиям. Грипп "испанка", вызванный вирусом H1N1 в 
1918-1919 гг., вызвал смерть более 50 млн человек по всему миру в период между 1917 и 1920 гг. В на-
стоящее время постоянно существует риск появления нового подтипа или заражения человека подтипа-
ми, эндемичными для животных. Особую тревогу вызывает высоковирулентная форма вируса птичьего 
гриппа, вспышки которого отмечены в нескольких странах. Во многих случаях птичий грипп ведет к 
смертности, приближающейся к 100%, в течение 48 ч. Распространение вируса птичьего гриппа (H5N1), 
впервые обнаруженного в Гонконге в 1997 г., на другие страны Азии и Европы связали с путями мигра-
ции диких птиц. 

Современный метод борьбы с гриппом у человека заключается в ежегодной вакцинации. Вакцина, 
как правило, представляет собой комбинацию нескольких штаммов, которые по прогнозам должны до-
минировать в будущей сезонной вспышке гриппа. Прогноз координируется Всемирной организацией 
здравоохранения. Как правило, количество доз вакцины, изготавливаемых каждый год, недостаточно для 
вакцинирования населения во всем мире. Например, Канада и США получают количество доз вакцины, 
достаточное для иммунизации примерно одной трети своего населения, в то время когда может быть 
вакцинировано только 17% населения Евросоюза. Очевидно, что текущее производство противогриппоз-
ной вакцины окажется недостаточным в преддверии будущей пандемии гриппа. Даже если каким-то об-
разом в определенном году удастся произвести нужное количество вакцины, доминирующие штаммы 
год от года меняются, что делает нецелесообразным запас, создаваемый в периоды низкой потребности. 
С экономической точки зрения крупномасштабное производство эффективной противогриппозной вак-
цины вызывает большую заинтересованность у правительства и у частного бизнеса. 

Вирусы для вакцин производят в оплодотворенных куриных яйцах. Вирусные частицы извлекают и 
для производства инактивированной вакцины разрушают с помощью детергентов, тем самым инактиви-
руя вирус. Живые аттенуированные вакцины производят из вирусов гриппа, приспособленных для роста 
при низких температурах - это означает, что при нормальной температуре тела вакцина будет аттенуиро-
ванной. Такая вакцина лицензирована в США для лиц в возрасте от 5 до 49 лет. Вакцины из инактивиро-
ванного целого вируса становятся безвредными при инактивации химическими реагентами, и их полу-
чают в куриных эмбрионах или культурах клеток млекопитающих. Все эти типы вакцины имеют опреде-
ленные преимущества и недостатки. Одно преимущество вакцин из целых вирусов - это тип иммунного 
ответа, вызываемого такими вакцинами. Как правило, сплит-вакцины стимулируют выраженную выра-
ботку антител, а вакцины из целого вируса вызывают и выработку антител (гуморальный ответ), и кле-
точный ответ. Даже если ответ в виде выработки функциональных антител является критерием для ли-
цензирования, коррелирующим с защитой, которую обеспечивает вакцина, появляется все больше дан-
ных о том, что в иммунитете против гриппа также важен T-клеточный ответ - это может обеспечивать 
лучшую защиту у пожилых людей. 

Для индукции клеточного иммунного ответа разработаны вакцины из целого вируса. Из-за высокой 
патогенности штаммов вируса гриппа (например, H5N1) такие вакцины производят на заводах с уровнем 
биологической безопасности 3+. В случаях высокопатогенных штаммов вируса гриппа, таких как H5N1, 
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некоторые производители изменили последовательность в гене гемагглютинина, чтобы снизить патоген-
ность штамма вируса гриппа и сделать его менее вирулентным и легче воспроизводящимся в куриных 
яйцах или культуре клеток млекопитающих. Другие также используют химерные вирусы гриппа, в кото-
рых последовательность гемагглютинина и белков нейраминидазы клонируют в низкопатогенном донор-
ском штамме вируса гриппа, дающего высокий выход (A/PR/8/34; Quan F-S et al., 2007). Если таким ме-
тодами можно получать полезные вакцины, то они не являются оптимальным решением при потребности 
в широкомасштабном, малозатратном и быстром производстве вакцины в количествах, необходимых для 
удовлетворения глобальных потребностей в обычном году и практически наверняка будет недостаточ-
ными в преддверии пандемии. 

При использовании генетической технологии с обратной транскрипцией может возникнуть необхо-
димость изменения генетической последовательности белка HA, чтобы сделать его авирулентным. В 
случаях высокопатогенных штаммов вируса гриппа производство вакцин из целого вируса требует либо 
процедур, выполняющихся в изолированных помещениях, либо получающаяся вакцина не будет точно 
совпадать с генетической последовательностью циркулирующего вируса. В случае живых аттенуирован-
ных вакцин сохраняется риск того, что введенная вакцина будет рекомбинироваться с вирусом гриппа у 
хозяина, что приведет к появлению нового вируса гриппа. 

В то время как этот метод позволяет сохранить эпитоп антигена и посттрансляционные модифика-
ции, ему присущ ряд недостатков, включая риск загрязнения из-за использования целого вируса и раз-
личного выхода в зависимости от штамма вируса. Генетическая гетерогенность вируса может приводить 
к субоптимальному уровню защиты, что происходит при заражении яиц. Другие недостатки включают 
долгосрочное планирование в отношении получения яиц, риск загрязнения, поскольку в процессе очист-
ки используются химические вещества, и длительное время производства. 

Также лица с повышенной чувствительностью к яичному белку могут быть не пригодны в качестве 
кандидатов для применения этой вакцины. 

В случае пандемии производство сплит-вакцины ограничено необходимостью приспособить опре-
деленный штамм к росту в куриных яйцах, и выход продукта различен. Хотя такая технология применя-
лась в течение многих лет для производства сезонных вакцин, она вряд ли окажется применимой в при-
емлемых временных рамках во время пандемии, и мировые производственные мощности не  
беспредельны. 

Чтобы уйти от необходимости использовать куриные яйца, вирусы гриппа также культивировали в 
культурах клеток млекопитающих, например в клетках MDCK или PERC.6 или им подобных. Другой 
подход - "обратная генетика", когда вирусы выращивают путем трансформации клетки с использованием 
вирусных генов. Однако для этих методик тоже требуется целый вирус, а также трудоемкие процедуры и 
определенные условия культивирования. 

В качестве кандидатов на рекомбинантную противогриппозную вакцину разработано несколько ре-
комбинантных продуктов. Такие подходы сфокусированы на выработке, получении и очистке белков HA 
и NA вируса гриппа типа A, включая выработку этих белков с помощью клеток насекомых, инфициро-
ванных бакуловирусом (Crawford et al., 1999; Johansson, 1999), вирусных векторов и вакцинных ДНК-
конструкций (Olsen et al., 1997). 

Специфика вируса гриппа хорошо известна. Вкратце, инфекционный цикл запускается прикрепле-
нием белка HA на поверхности вириона к клеточному рецептору, содержащему сиаловую кислоту (гли-
копротеины и гликолипиды). Белок NA способствует обработке рецептора, содержащего сиаловую ки-
слоту, и проникновение вируса в клетку зависит от НА-зависимого эндоцитоза, опосредованного рецеп-
тором. В отделах, интернализованных эндосом с кислой средой, содержащих вирион гриппа, белок HA 
подвергается конформационным изменениям, которые ведут к слиянию мембран вируса и клетки и рас-
крытию оболочки вируса и высвобождению M1-белков, опосредованному M2, из рибонуклеопротеидов, 
связанных с нуклеокапсидом (PCH), которые мигрируют в клеточное ядро для синтеза вирусной РНК. 
Антитела к белкам HA противодействуют инфекции, нейтрализуя инфицирующую способность вируса, а 
антитела к белкам NA опосредуют этот эффект на ранних стадиях репликации вируса. 

Crawford et al. (1999) описали выработку HA вируса гриппа в клетках насекомых, инфицированных 
бакуловирусом. Согласно описанию вырабатывающиеся белки способны предупреждать смертельное 
заболевание, вызванное подтипами вируса птичьего гриппа H5 и H7. Johansson et al. (1999) считают, что 
белки HA и NA вируса гриппа, вырабатывающиеся в клетках, инфицированных бакуловирусом, вызы-
вают у животных иммунный ответ, превосходящий таковой на традиционную вакцину. Иммуногенность 
и эффективность гемагглютинина вируса лошадиного гриппа, вырабатывающегося в клетках, инфициро-
ванных бакуловирусом, сравнили с кандидатом для использования в вакцине - гомологичной ДНК (Olsen 
et al., 1997). В совокупности эти данные демонстрируют, что высокая степень защиты против вируса 
гриппа может быть достигнута с помощью рекомбинантных белков HA или NA с использованием раз-
личных экспериментальных методик и на разных моделях у животных. 

Поскольку в предыдущих исследованиях показано, что поверхностные гликопротеины вируса 
гриппа, HA и NA, являются главными мишенями при создании защитного иммунитета против вируса 
гриппа и что M1 представляет собой консервативную мишень для клеточного иммунитета к гриппу, по-
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тенциальная новая вакцина может включать эти вирусные антигены как макромолекулярные белковые 
частицы, такие как вирусоподобные частицы (ВЧ). В качестве продуктов для создания вакцин ВЧ имеют 
преимущество, являясь более иммуногенными, чем субъединичные или рекомбинантные антигены, и 
могут стимулировать как гуморальный, так и клеточный иммунный ответ (Grgacic, Anderson, 2006). 
Кроме того, частица с такими антигенами гриппа может иметь конформационные эпитопы, которые сти-
мулируют выработку нейтрализующих антител к множеству штаммов вируса гриппа. 

Производство неинфекционного штамма вируса гриппа для использования в вакцине - один из пу-
тей предупреждения нежелательной инфекции. Также вирусоподобные частицы исследованы как заме-
нители культивируемого вируса. ВЧ имитируют структуру вирусного капсида, но не содержат геном и 
поэтому не могут реплицироваться или быть источником вторичной инфекции. 

В нескольких исследованиях установлено, что рекомбинантные белки вируса гриппа самопроиз-
вольно образуют ВЧ в клеточной культуре при использовании плазмид экспрессии млекопитающих или 
бакуловирусных векторов (Gomez-Puertas et al., 1999; Neumann et al., 2000; Latham, Galarza, 2001). Go-
mez-Puertas et al. (1999) указывают, что эффективное образование ВЧ гриппа зависит от уровня экспрес-
сии нескольких вирусных белков. Neumann et al. (2000) создали систему, основанную на плазмиде экс-
прессии млекопитающих, для производства инфекционных вирусоподобных частиц гриппа полностью из 
клонированных к ДНК. Latham и Galarza (2001 г.) описали образование ВЧ гриппа в клетках насекомых, 
инфицированных рекомбинантным бакуловирусом, одновременно экспрессирующим гены HA, NA, M1 и 
M2. Эти исследования продемонстрировали, что белки вириона вируса гриппа могут самопроизвольно 
собираться при коэкспрессии в клетках эукариотов. 

Gomez-Puertas et al. (2000) излагают идею, что, помимо гемагглютинина (HA), для отпочковывания 
ВЧ от клеток насекомых требуется матриксный белок (M1) вируса гриппа. Однако Chen et al. (2007) ука-
зывают, что M1, возможно, для образования ВЧ не требуется, и считают, что для эффективного высво-
бождения M1 и ВЧ необходимо присутствие HA и сиалидазная активность, обеспечивающаяся NA. NA 
расщепляет сиаловые кислоты гликопротеинов на поверхности клеток, образующих ВЧ и высвобож-
дающих ВЧ в питательную среду. 

Quan et al. (2007) указывают, что ВЧ-вакцина, получающаяся в бакуловирусной системе экспрессии 
(клетки насекомых), вызывает защитный иммунитет против некоторых штаммов вируса гриппа 
(A/PR8/34 (H1N1)). ВЧ, исследованные Quan, отпочковывались от плазматической мембраны и счита-
лись имеющими соответствующий размер и морфологию, схожие с теми, которые наблюдали в системе 
клеток млекопитающих (клетки MDCK). 

В описании публикаций PCT WO 2004/098530 и WO 2004/098533 приведена экспрессия вируса HN, 
вызывающего ньюкаслскую болезнь, или птичьего гриппа А/индейка/Висконсин/68 (H5N9) в трансфор-
мированных клетках NT-I (табак) в культуре. Композиции, включающие культуры клеток растений, экс-
прессирующие полипептиды, вызывают различные иммунные ответы у кроликов и кур. 

Вирусы, покрытые оболочкой, могут получать свою липидную оболочку при "отпочковывании" от 
инфицированной клетки и получать мембрану из плазматической мембраны или внутриклеточных орга-
нелл. Частицы вируса гриппа и ВЧ отпочковываются от плазматической мембраны клетки хозяина. В 
системах клеток млекопитающих или инфицированных бакуловирусом, например, вирус гриппа отпоч-
ковывается от плазматической мембраны (Quan et al., 2007). Известно лишь несколько вирусов, способ-
ных инфицировать растения (например, члены семейства топовирусов и рабдовирусов). В отношении 
известных вирусов растений, покрытых оболочкой, считается, что они отпочковываются от внутренних 
мембран клетки хозяина, но не от плазматической мембраны. Хотя в растениях-хозяевах получено не-
большое число рекомбинантных ВЧ, ни одна из них не являлась производным плазматической мембра-
ны, что заставляет задать вопрос о том, можно ли получать в растениях ВЧ, использующие плазматиче-
скую мембрану, включая ВЧ вируса гриппа. 

В текущих технологиях производства ВЧ вируса гриппа используется коэкспрессия множества ви-
русных белков, и такая зависимость является недостатком таких технологий, поскольку в случае панде-
мии и ежегодных эпидемий ключевым фактором является время реакции на эпидемию. Для ускорения 
разработки вакцин желательна более простая система производства ВЧ, например, та, в которой исполь-
зуется экспрессия только одного или нескольких вирусных белков без необходимости в экспрессии ви-
русных белков, не несущих структурную функцию. 

Чтобы защитить население от гриппа и предотвратить будущие эпидемии, производители вакцин 
должны будут разработать эффективные быстрые методики производства фармацевтических форм вак-
цин. Текущее применение оплодотворенных яиц для производства вакцин недостаточно и включает 
слишком длительный процесс. 
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Краткое описание изобретения 

Целью настоящего изобретения является усовершенствование производства вирусоподобных час-
тиц (ВЧ) вируса гриппа. 

Согласно настоящему изобретению предлагается нуклеиновая кислота для экспрессии гемагглюти-
нина (HA) вируса гриппа типа A в растении, включающая последовательность нуклеотидов, кодирую-
щую HA вируса гриппа типа A, оперативно связанную с регуляторным элементом, который активен в 
растении, причем указанный регуляторный элемент содержит промотор, который активен в растении, и 
энхансер вируса мозаики коровьего гороха (CPMV), при этом экспрессия нуклеиновой кислоты приводит 
к увеличению образования HA вируса гриппа типа A по сравнению с образованием HA вируса гриппа 
типа A, кодируемым контрольной нуклеиновой кислотой, не содержащей энхансер CPMV. 

В настоящем изобретении также предлагается нуклеиновая кислота для экспрессии гемагглютинина 
(HA) вируса гриппа типа B в растении, включающая последовательность нуклеотидов, кодирующую HA 
вируса гриппа типа B, оперативно связанную с регуляторным элементом, который активен в растении, 
причем указанный регуляторный элемент содержит промотор, который активен в растении, и энхансер 
вируса мозаики коровьего гороха (CPMV), при этом экспрессия нуклеиновой кислоты приводит к увели-
чению образования HA вируса гриппа типа B по сравнению с образованием HA вируса гриппа типа B, 
кодируемым контрольной нуклеиновой кислотой, не содержащей энхансер CPMV. 

НА может включать нативный или отличный от нативного сигнальный пептид; отличный от натив-
ного сигнальный пептид может быть сигнальным пептидом протеиндисульфидизомераз. 

НА, кодируемый этой нуклеиновой кислотой, может относиться к вирусу гриппа типа A, вирусу 
гриппа типа B или подтипу вируса типа A, выбранному из группы, состоящей из H1, H2, H3, Н4, H5, H6, 
H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 и H16. В некоторых аспектах настоящего изобретения HA, 
кодируемый этой нуклеиновой кислотой, может происходить из вируса гриппа типа A и быть выбран-
ным из группы, состоящей из H1, H2, H3, H5, H6, H7 и H9. 

Согласно настоящему изобретению последовательность нуклеотидов, кодирующая HA вируса 
гриппа, идентична на 70-100% последовательности нуклеотидов, выбранной из SEQ ID NO: 11,  
SEQ ID NO:12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,  
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,  
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36,  
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42,  
SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 и SEQ ID NO: 47. 

Настоящее изобретение также предлагает способ получения вирусоподобных частиц (ВЧ) вируса 
гриппа в растении, включающий: 

a) введение нуклеиновой кислоты в растение или его часть путем трансформации с получением 
трансгенного растения или обеспечение трансгенного растения или его части, содержащей указанную 
нуклеиновую кислоту; и 

b) инкубирование растения или его части в условиях, подходящих для экспрессии нуклеиновой ки-
слоты с получением ВЧ; и 

c) сбор растения или его части и очистку ВЧ, причем ВЧ содержат HA вируса гриппа и по меньшей 
мере один липид растительного происхождения. 

Настоящее изобретение включает вышеуказанный способ, где на этапе введения (этап (а)) нуклеи-
новая кислота может либо временно экспрессироваться в растении, либо стабильно экспрессироваться в 
растении. Кроме того, в данном способе на стадии (а) в растение может быть дополнительно введена 
вторая нуклеиновая кислота, включающая последовательность нуклеотидов, кодирующую по меньшей 
мере один белок-шаперон. Белки-шапероны могут быть выбраны из Hsp40 и Hsp70. 

В одном из вариантов изобретения размер ВЧ находится в диапазоне 80-300 нм. 
Согласно другому аспекту настоящего изобретения предложено растение, содержащее вышеопи-

санную нуклеиновую кислоту. В одном из вариантов настоящего изобретения указанное растение до-
полнительно содержит нуклеиновую кислоту, включающую последовательность нуклеотидов, коди-
рующую по меньшей мере один белок-шаперон, оперативно связанную с регуляторным элементом. Бел-
ки-шапероны могут быть выбраны из Hsp40 и Hsp70. 

Настоящее изобретение также относится к ВЧ, полученной вышеописанным способом, содержащей 
HA вируса гриппа типа A или HA вируса гриппа типа B и по меньшей мере один липид растительного 
происхождения. В одном из вариантов HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, H3, Н4, H5, H6, H7, 
H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 и H16, в частности HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, 
H3, H5, H6, H7 и H9. В одном из вариантов HA вируса гриппа типа A или HA вируса гриппа типа B со-
держит N-гликаны или модифицированные N-гликаны, специфичные для растений. 

В настоящем изобретении также предлагается композиция для индуцирования иммунитета против 
вируса гриппа типа A или вируса гриппа типа B у субъекта, содержащая эффективную дозу вирусопо-
добных частиц согласно настоящему изобретению и фармацевтически приемлемый носитель. 

В настоящем изобретении также предлагается способ индуцирования иммунитета против вируса 
гриппа типа A или вируса гриппа типа B у субъекта, включающий введение вышеуказанной композиции. 
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Настоящее изобретение включает вышеуказанный способ, где указанную композицию вводят субъекту 
перорально, внутрикожно, интраназально, внутримышечно, внутрибрюшинно, внутривенно или  
подкожно. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложена нуклеиновая кислота для экспрессии HA ви-
руса гриппа в растении, включающая последовательность нуклеотидов SEQ ID NO: 97, 100, 101, 104, 
105, 108, 109, 112 или 113, кодирующую HA вируса гриппа, и регуляторный элемент, который активен в 
растении, содержащий промотор, который активен в растении, и энхансер вируса мозаики коровьего го-
роха (CPMV). 

Настоящее изобретение относится также к способу получения ВЧ вируса гриппа в трансгенном рас-
тении, включающий: 

a) введение вышеуказанной нуклеиновой кислоты в растение или его часть путем трансформации с 
получением трансгенного растения; 

b) инкубирование трансгенного растения или его части в условиях, подходящих для экспрессии 
нуклеиновой кислоты с получением ВЧ; и 

c) сбор трансгенного растения или его части и очистку ВЧ, причем ВЧ содержат HA вируса гриппа 
и по меньшей мере один липид растительного происхождения. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложено применение ВЧ для получения сыворотки, 
содержащей антитела, специфичные против HA вируса гриппа. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложено поликлональное антитело, полученное с ис-
пользованием ВЧ. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложен растительный экстракт, содержащий ВЧ, по-
лученные способом согласно настоящему изобретению. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложено растение или растительная клетка, содер-
жащая ВЧ, полученные способом согласно настоящему изобретению. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложено применение растительного экстракта для 
индукции иммунитета к вирусу гриппа типа A или вирусу гриппа типа B у субъекта. В одном из вариан-
тов растительный экстракт подходит для перорального введения. 

В другом аспекте настоящего изобретения предложена пищевая добавка, содержащая собранные 
ткани растения согласно настоящему изобретению. 

Производство ВЧ в растениях имеет несколько преимуществ по сравнению с производством этих 
частиц в культуре клеток насекомого. Растительные липиды могут стимулировать специфические им-
мунные клетки и усиливать вызванный иммунный ответ. Мембраны растений состоят из липидов, фос-
фатидилхолина (ФХ) и фосфатидилэтаноламина (ФЭ), а также содержат гликосфинголипиды, которые 
уникальны для растений и некоторых бактерий и простейших. Сфинголипиды необычны тем, что они не 
являются эфирами глицерина, как ФХ или ФЭ, но состоят из длинноцепочечного аминоспирта, который 
образует амидную связь с цепью жирной кислоты, содержащей более 18 атомов углерода. ФХ и ФЭ так 
же как сфинголипиды могут связываться с молекулами CD1, экспрессирующимися иммунными клетка-
ми млекопитающих, такими как антигенпредставляющие клетки (АПК), подобные дендритным клеткам 
или макрофагам, и другие клетки, включая B- и T-лимфоциты в тимусе и печени (Tsuji M., 2006). Кроме 
того, помимо потенциального адъювантного эффекта, обусловленного присутствием растительных ли-
пидов, способность растительных N-гликанов облегчать захват гликопротеиновых антигенов антиген-
представляющими клетками (Saint- Jore-Dupas, 2007), может быть преимуществом производства ВЧ в 
растениях. 

Без намерения ограничиваться существующей теорией, прогнозируется, что ВЧ, произведенные в 
растениях, будут вызывать более выраженный иммунный ответ, чем ВЧ, произведенные в других произ-
водственных системах, и что иммунный ответ, вызванный ВЧ, произведенными в растениях, будет более 
выраженным по сравнению с иммунным ответом, вызванным живыми или аттенуированными вакцинами 
из целого вируса. 

В отличие от вакцин, произведенных из целых вирусов, ВЧ имеют преимущество, поскольку они 
неинфекционны, поэтому биологическая изоляция не является важной проблемой, как это было бы при 
работе с целым инфекционным вирусом, и при производстве не требуется. ВЧ, произведенные в растени-
ях, создают дополнительное преимущество, поскольку система экспрессии может быть выращена в 
оранжерее или в открытом грунте, что делает ее значительно более экономичной и пригодной для массо-
вого производства. 

Кроме того, растения не содержат ферменты, участвующие в синтезе и добавлении остатков сиало-
вых кислот к белкам. ВЧ можно получить в отсутствие нейраминидазы (NA), и поэтому нет необходимо-
сти в коэкспрессии NA или обработке клеток или экстрактов-продуцентов сиалидазой (нейраминидазой) 
для обеспечения производства ВЧ в растениях. 

ВЧ, производимые согласно настоящему изобретению, не включают белок M1, который, как из-
вестно, связывает РНК. РНК является контаминантом ВЧ и нежелательна при получении регуляторной 
регистрации на ВЧ-продукт. 
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Данное краткое описание изобретения не дает обязательное раскрытие всех признаков настоящего 
изобретения. 

Краткое описание чертежей 

Указанные и другие признаки настоящего изобретения будут более очевидными из последующего 
описания, в которое включены ссылки на приложенные чертежи. 

На фиг. 1A показана последовательность кассеты экспрессии на основе пластоцианина люцерны, 
использующейся для экспрессии H1 из штамма А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) согласно одному из 
вариантов осуществления настоящего изобретения (SEQ ID NO: 8). Подчеркнут сигнальный пептид про-
теиндисульфидизомеразы (ПДИ). Жирным шрифтом представлены сайты рестрикции BglII (AGATCT) и 
SacI (GAGCTC), использующиеся для клонирования. 

На фиг. 1B дано схематическое представление функциональных доменов гемагглютинина вируса 
гриппа. После отщепления фрагменты HA0, HA1 и HA2 остаются связанными вместе дисульфидным 
мостиком. 

На фиг. 2A отображена плазмида 540, собранная для экспрессии HA подтипа H1 штамма А/Новая 
Каледония/20/99 (H1N1). 

Фиг. 2B отображает плазмиду 660, собранную для экспрессии HA подтипа H1 штамма 
А/Индонезия/5/2005 (H5N1). 

На фиг. 3 показана эксклюзионная хроматография белковых экстрактов из листьев, вырабатываю-
щих гемагглютинин H1 или H5. 

Фиг. 3A отображает профиль элюции синего декстрана 2000 (треугольники) и белков (ромбы). 
Фиг. 3B отображает иммунодетекцию (вестерн-блот; антитела к H1) H1 (А/Новая Каледония/20/99 

(H1N1)) во фракциях элюции после эксклюзионной хроматографии (шарики S500HR). 
Фиг. 3C отображает профиль элюции H5; синего декстрана 2000 (треугольники) и белков (ромбы). 
Фиг. 3D отображает иммунодетекцию (вестерн-блот; антитела к H5) H1 (А/Индонезия/5/2005 

(H5N1)) во фракциях элюции после эксклюзионной хроматографии (шарики S500HR). 
Фиг. 4A отображает последовательность, кодирующую N-концевой фрагмент H1 (А/Новая Каледо-

ния/20/99 (H1N1)) (SEQ ID NO: 1). 
Фиг. 4B отображает последовательность, кодирующую C-концевой фрагмент H1 (А/Новая Каледо-

ния/20/99 (H1N1)) (SEQ ID NO: 2). 
Фиг. 5 отображает полную последовательность, кодирующую HA0 H1 (А/Новая Каледония/20/99 

(H1N1)) (SEQ ID NO: 28). 
Фиг. 6 отображает последовательность, кодирующую H5 А/Индонезия/5/2005 (H5N1), фланкиро-

ванную сайтом HindIII до начального ATG (АТГ) и сайтом SacI после стоп-кодона (TAA)  
(SEQ ID NO: 3). 

Фиг. 7A отображает последовательность праймера Plasto-443c (SEQ ID NO: 4). 
Фиг. 7B отображает последовательность праймера SpHA(Ind)-Plasto.r (SEQ ID NO: 5). 
Фиг. 7C отображает последовательность праймера Plasto-SpHA(Ind).c (SEQ ID NO: 6). 
Фиг. 7D отображает последовательность праймера HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO: 7). 
Фиг. 8A отображает аминокислотную последовательность пептида H1 (А/Новая Каледония/20/99 

(H1N1)) (SEQ ID NO: 9). 
Фиг. 8BA отображает аминокислотную последовательность пептида H5 (А/Индонезия/5/2005 

(H5N1)) (SEQ ID NO: 10). Нативный сигнальный пептид выделен жирным шрифтом. 
Фиг. 9 отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H7 вируса гриппа типа A  

(SEQ ID NO: 11). 
Фиг. 10A отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H2 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 12). 
Фиг. 10В отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H3 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 13). 
Фиг. 10C отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа Н4 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 14). 
Фиг. 10D отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H5 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 15). 
Фиг. 10E отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H6 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 16). 
Фиг. 10F отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H8 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 17). 
Фиг. 10G отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H9 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 18). 
Фиг. 10H отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H10 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 19). 
Фиг. 10I отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H11 вируса гриппа типа A 

(SEQ ID NO: 20). 
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Фиг. 10J отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H12 вируса гриппа типа A 
(SEQ ID NO: 21). 

Фиг. 10K отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H13 вируса гриппа типа A 
(SEQ ID NO: 22). 

Фиг. 10L отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H14 вируса гриппа типа A 
(SEQ ID NO: 23). 

Фиг. 10M отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H15 вируса гриппа типа A 
(SEQ ID NO: 24). 

Фиг 10N отображает нуклеотидную последовательность HA подтипа H16 вируса гриппа типа A 
(SEQ ID NO: 25). 

Фиг 10O отображает нуклеотидную последовательность HA вируса гриппа типа B (SEQ ID NO: 26). 
Фиг 10P отображает нуклеотидную последовательность HA вируса гриппа типа С (SEQ ID NO: 27). 
Фиг 10Q отображает нуклеотидную последовательность праймера XmaI-pPlas.c (SEQ ID NO: 29). 
Фиг 10R отображает нуклеотидную последовательность праймера SacI-ATG-pPlas.r (SEQ ID NO: 

30). 
Фиг 10S отображает нуклеотидную последовательность праймера SacI-PlasTer.c (SEQ ID NO: 31). 
Фиг 10T отображает нуклеотидную последовательность праймера EcoRI-PlasTer.r (SEQ ID NO: 32). 
Фиг. 11 отображает схематическое представление нескольких конструкций, использующихся со-

гласно данному описанию. Конструкция 660 содержит нуклеотидную последовательность, кодирующую 
HA подтипа H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), функционально связанную с промотором пластоцианина 
(plasto) и терминатором (Pter); конструкция 540 содержит нуклеотидную последовательность, кодирую-
щую HA подтипа H1 (А/Новая Каледония/20/99 (H1N1)) в комбинации с сигнальным пептидом протеин-
дисульфидизомеразы (СП ПДИ) люцерны, функционально связанную с промотором пластоцианина 
(Plasto) и терминатором (Pter); конструкция 544, собранная для экспрессии HA подтипа H1 (А/Новая Ка-
ледония/20/99 (H1N1)), нуклеотидная последовательность, кодирующая H1, объединена с сигнальным 
пептидом протеиндисульфидизомеразы (СП ПДИ) люцерны и лейциновой "молнией" GCN4pII (вместо 
трансмембранного домена и цитоплазматического хвоста H1) и функционально связана с промотором 
пластоцианина (Plasto) и терминатором (Pter); и конструкция 750 для экспрессии кодирующего участка 
M1 из вируса гриппа A/PR/8/34 объединена с вирусом гравировки табака (TEV) 5'UTR и функционально 
связана с двойным промотором 35S и терминатором Nos. 

Фиг. 12 отображает иммунодетекцию H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)) с использованием антител к 
H5 (Вьетнам) в белковых экстрактах из листьев N. benthamiana, трансформированных с помощью конст-
рукции 660 (дорожка 3). Коммерческий H5 из штамма вируса гриппа А/Вьетнам/1203/2004 использован 
как положительный контроль детекции (дорожка 1), белковый экстракт из листьев, трансформированных 
пустым вектором, использован как отрицательный контроль (дорожка 2). 

Фиг. 13 отображает характеристики структур гемагглютинина с помощью эксклюзионной хромато-
графии. Белковый экстракт из отдельной биомассы, вырабатывающей H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), 
H1 (А/Новая Каледония/20/99 (H1N1)), растворимый H1, или H1 и M1 разделены с помощью гель-
фильтрации на S-500 HR. Коммерческий H1 А/Новая Каледония/20/99 (H1N1)) в форме розеток также 
был подвергнут фракционированию (H1-розетка). 

Фиг. 13A отображает фракции элюции, проанализированные на относительное содержание белка 
(относительный уровень белка - показан стандартный профиль элюции белка в результате фракциониро-
вания биомассы). Указан пик элюции синего декстрана 2000 (эталонный стандарт 2 MDa). 

Фиг. 13B отображает фракции элюции, проанализированные на присутствие гемагглютинина с по-
мощью иммуноблоттинга с антителами к H5 (Вьетнам). 

Фиг 13C отображает фракции элюции, проанализированные на антитела к H1 вируса гриппа типа A. 
Фиг 13D отображает фракции элюции, проанализированные на антитела к растворимому H1 вируса 

гриппа типа A. 
Фиг 13E отображает фракции элюции, проанализированные на антитела к H1-розетке вируса грип-

па типа A. 
Фиг 13F отображает фракции элюции, проанализированные на антитела к H1 + M1 вируса гриппа 

типа A. 
Фиг. 14 отображает концентрацию структур H5 вируса гриппа (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), опре-

деленную с помощью центрифугирования в градиенте сахарозы и электронной микроскопии фракций, 
содержащих концентрированный гемагглютинин. 

Фиг 14A отображает характеристики фракций, полученных при центрифугировании в градиенте 
плотности сахарозы. Каждая фракция проанализирована на присутствие H5 с помощью иммуноблоттин-
га с использованием антитела к H5 (Вьетнам) (верхняя панель) и на относительное содержание белка и 
способности к гемагглютинации (кривая). 

Фиг 14B отображает трансмиссионную электронную микроскопию с негативным окрашиванием 
объединенных фракций 17, 18 и 19 после центрифугирования в градиенте сахарозы. Столбик отображает 
100 нм. 
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Фиг. 15 отображает очистку ВЧ H5 вируса гриппа. 
Фиг 15A отображает электрофорез в полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата на-

трия для определения содержания белка, окрашенного Кумасси синим, на этапах очистки - дорожка 1, 
неочищенный экстракт; дорожка 2, экстракт с pH 6; дорожка 3, термически обработанный экстракт; до-
рожка 4, профильтрованный через диатомовую землю экстракт; этап очистки по аффинности к фетуину; 
дорожка 5, загрузка; дорожка 6, элюат; дорожка 7, элюция (10-кратно концентрированная). 

Фиг 15B отображает трансмиссионную электронную микроскопию с негативным окрашиванием 
очищенного образца ВЧ H5. Столбик отображает 100 нм. 

Фиг 15C отображает выделенные ВЧ H5 в увеличенном виде, чтобы продемонстрировать детали 
структуры. 

Фиг 15D отображает продукт ВЧ H5 при электрофорезе в полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия (дорожка А) и вестерн-блот (дорожка В) с использованием кроличьего поли-
клонального антитела, полученного против UF из штамма А/Вьетнам/1203/2004 (H5N1). 

Фиг. 16 отображает нуклеотидную последовательность гена гемагглютинина (HA) вируса гриппа 
типа A (А/Новая Каледония/20/99(H1N1)), полную кодирующую последовательность (cds), учетный но-
мер в GenBank: AY289929 (SEQ ID NO: 33). 

Фиг. 17 отображает нуклеотидную последовательность мРНК протеиндисульфидизомеразы люцер-
ны, учетный номер в GenBank: Z1 1499 (SEQ ID NO: 34). 

Фиг. 18 отображает нуклеотидную последовательность сегмента 7 вируса гриппа типа A (A/Puerto 
Rico/8/34(H1N1)), полная последовательность, учетный номер в GenBank: NC 002016.1 (SEQ ID NO: 35). 

Фиг. 19 отображает локализацию накопления ВЧ с помощью трансмиссионной электронной микро-
скопии с позитивным окрашиванием в ткани, вырабатывающей H5. CW: клеточная стенка; ch: хлоро-
пласт; pm: плазматическая мембрана; VLP: вирусоподобная частица. Столбик отображает 100 нм. 

Фиг. 20 отображает индукцию выработки сывороточного антитела через 14 суток после введения 
бустера мышей Balb/c, вакцинированных ВЧ H5 А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), полученных в растении, 
или рекомбинантным растворимым H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)). 

Фиг 20A показывает антительный ответ у мышей, иммунизированных путем внутримышечной инъ-
екции. 

Фиг 20B показывает антительный ответ у мышей, иммунизированных путем интраназального вве-
дения. Антительные ответы измеряли против инактивированного целого вируса H5N1 
(А/Индонезия/5/05). GMT: среднее геометрическое титра. Значения приведены в виде среднего геомет-
рического, соответствующего контрольным титрам у пяти мышей на группу. Столбики отражают сред-
нее отклонение. * р<0,05 при сравнении с рекомбинантным растворимым H5. 

Фиг. 21 отображает антительный ответ в виде торможения гемагглютинации через 14 суток после 
введения бустера мышей Balb/c, вакцинированных ВЧ H5 А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), полученных в 
растении, или рекомбинантным растворимым H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)). 

Фиг 21A показывает антительный ответ у мышей, иммунизированных путем внутримышечной инъ-
екции. 

Фиг 21B показывает антительный ответ у мышей, иммунизированных путем интраназального вве-
дения. Антительные ответы на HA1 измеряли с использованием инактивированного целого вируса H5N1 
(А/Индонезия/5/05). GMT: среднее геометрическое титра. Значения приведены в виде среднего геомет-
рического, соответствующего контрольным титрам у пяти мышей на группу. Столбики отражают сред-
нее отклонение. * р<0,05 и ** р<0,01 при сравнении с рекомбинантным растворимым H5. 

Фиг. 22 отображает эффект адъюванта в отношении иммуногенности ВЧ у мышей Balb/c. 
Фиг 22A показывает эффект квасцов у мышей, иммунизированных путем внутримышечной инъек-

ции. 
Фиг 22B показывает эффект хитозана у мышей, иммунизированных путем интраназального введе-

ния. Антительные ответы на HA1 измеряли с использованием инактивированного целого вируса H5N1 
(А/Индонезия/5/05). GMT: среднее геометрическое титра. Значения приведены в виде среднего геомет-
рического, соответствующего контрольным титрам у пяти мышей на группу. Столбики отражают сред-
нее отклонение. * р<0,05 при сравнении с соответствующим рекомбинантным растворимым H5. 

Фиг. 23 отображает антительный ответ на введение ВЧ H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)). 
Фиг 23A показывает изотип иммуноглобулина против Анти-Индонезия/5/05 у мышей, иммунизиро-

ванных путем внутримышечного введения, 30 суток после введения бустера. Значения приведены в виде 
среднего геометрического (log2), соответствующего контрольным титрам у пяти мышей на группу. Тест 
ELISA проведен с использованием целого инактивированного H5N1 (А/Индонезия/5/2005) в виде агента, 
покрытого оболочкой. Столбики отражают среднее отклонение. * р<0,05, ** р<0,001 при сравнении с 
соответствующим рекомбинантным растворимым H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)). 

Фиг 23B показывает титры антител к целым инактивированным вирусам (А/Индонезия/5/2005 
(H5N1) и (А/Вьетнам/1194/04 (H5N1))). Все группы статистически значимо отличаются от отрицательно-
го контроля. 

Фиг. 24 отображает титры антител против гомологичных целых инактивированных вирусов 
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(А/Индонезия/5/05), 14 суток после первой дозы (2-я неделя), 14 суток после бустера (5-я неделя) или 30 
суток после бустера (7-я неделя) у мышей Balb/c, иммунизированных ВЧ H5 (А/Индонезия/5/2005 
(H5N1)). GMT: среднее геометрическое титра. Значения приведены в виде среднего геометрического, 
соответствующего контрольным титрам у пяти мышей на группу. * р<0,05 при сравнении с рекомби-
нантным растворимым H5. 

Фиг. 25 отображает перекрестную реактивность in vitro сывороточных антител у мышей Balb/c, им-
мунизированных ВЧ H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), через 30 суток после введения бустера. 

Фиг. 25A показывает титры антител к целым инактивированным вирусам. 
Фиг. 25B показывает титры антител против различных целых инактивированных вирусов, тормо-

зящие гемагглютинацию. Значения приведены в виде среднего геометрического, соответствующего кон-
трольным титрам у пяти мышей на группу. Столбики отражают среднее отклонение. Все группы стати-
стически значимо отличаются от отрицательного контроля. * р<0,05 при сравнении с соответствующим 
рекомбинантным растворимым H5. Все значения меньше 10 представлены как условное значение 5 (1,6 
для In) и считаются отрицательными. 

Фиг. 26 отображает эффективность ВЧ H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), полученных из растения. 
Фиг. 26A отображает выживаемость мышей после заражения 1000 LD50 (4,09×106 CCID50 штамма 

А/Индейки/582/06 (H5N1) вируса гриппа. 
Фиг. 26B показывает массу тела иммунизированных мышей после заражения. Значения представ-

лены как средняя масса тела выживающих мышей. 
Фиг. 27 отображает происхождение ВЧ вируса гриппа, полученных в растении. 
Фиг. 27A показывает состав полярных липидов очищенных ВЧ вируса гриппа. Липиды, содержа-

щиеся в эквиваленте 40 мкг белков, экстрагированы из ВЧ согласно описанию, отделены с помощью вы-
сокоэффективной тонкослойной хроматографии, и проведено сравнение профиля миграции  
липидов, выделенных из высокоочищенных плазматических мембран табака (PM). Липиды сокращены 
следующим образом: DGDG - дигалактозилдиацилглицерин, gluCER - глюкозилцерамид, PA - фосфорная 
кислота; PC - фосфатидилхолин; PE - фосфатидилэтаноламин; PG - фосфатидилглицерин,  
PI - фосфатидилинозитол; PS - фосфатидилсерин; SG - стерилгликозид. 

Фиг. 27B показывает состав нейтральных липидов очищенных ВЧ вируса гриппа. Липиды, содер-
жащиеся в эквиваленте 20 мкг белков, экстрагированы из ВЧ согласно описанию, отделены с помощью 
высокоэффективной тонкослойной хроматографии, и проведено сравнение с миграцией ситостерола. 

Фиг. 27C показывает иммунодетекцию маркерного протонного насоса АТФазы (PMA) плазматиче-
ской мембраны в очищенных ВЧ и высокоочищенного PMA из листьев табака (PML) и клеток табака 
BY2 (PMBY2). На каждую дорожку загружено 18 мкг белка. 

Фиг. 28 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 774 - нуклео-
тидной последовательности А/Брисбан/59/2007 (H1N1) (SEQ ID NO: 36). Кодирующая последователь-
ность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в на-
правлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG вы-
делен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 29 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 775 - нуклео-
тидной последовательности А/Соломоновы острова 3/2006 (H1N1) ((SEQ ID NO: 37). Кодирующая по-
следовательность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции 
DraIII в направлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; 
ATG выделен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 30 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 776 - нуклео-
тидной последовательности А/Брисбан/10/2007 (H3N2) (SEQ ID NO: 38). Кодирующая последователь-
ность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в на-
правлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG вы-
делен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 31 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 777 - нуклео-
тидной последовательности А/Висконсин/67/2005 (H3N2) (SEQ ID NO: 39). Кодирующая последователь-
ность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в на-
правлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG вы-
делен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 32 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 778 - нуклео-
тидной последовательности В/Малайзия/2506/2004 (SEQ ID NO: 40). Кодирующая последовательность 
фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в направлении 
5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG выделен жир-
ным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 33 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 779 - нуклео-
тидной последовательности В/Флорида/4/2006 (SEQ ID NO: 41). Кодирующая последовательность флан-
кирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в направлении 5'-
конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG выделен жирным 
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шрифтом и подчеркнут. 
Фиг. 34 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 780 - нуклео-

тидной последовательности А/Сингапур/1/57 (H2N2) (SEQ ID NO: 42). Кодирующая последовательность 
фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в направлении 
5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; АТС выделен жир-
ным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 35 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 781 - нуклео-
тидной последовательности А/Аньхой/1/2005 (H5N1) (SEQ ID NO: 43). Кодирующая последовательность 
фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в направлении 
5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG выделен жир-
ным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 36 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 782 - нуклео-
тидной последовательности А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1) (SEQ ID NO: 44). Кодирующая последователь-
ность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в на-
правлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG вы-
делен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 37 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 783 - нуклео-
тидной последовательности А/дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1) (SEQ ID NO: 45). Кодирующая по-
следовательность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции 
DraIII в направлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; 
ATG выделен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 38 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 784 - нуклео-
тидной последовательности А/лошади/Прага/56 (H7N7) (SEQ ID NO: 46). Кодирующая последователь-
ность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в на-
правлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG вы-
делен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 39 отображает последовательность, проходящую от DraIII до сайтов SacI клона 785 - нуклео-
тидной последовательности А/Гонконг/1073/99 (H9N2) (SEQ ID NO: 47). Кодирующая последователь-
ность фланкирована регуляторным участком пластоцианина, начиная от сайта рестрикции DraIII в на-
правлении 5'-конца и до стоп-кодона и сайта SacI на 3'-конце. Подчеркнуты сайты рестрикции; ATG вы-
делен жирным шрифтом и подчеркнут. 

Фиг. 40A отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 48) полипептида, трансли-
рованного из клона 774 (А/Брисбан/59/2007 (H1N1)). Открытая рамка считывания клона 774 начинается с 
ATG, указанного на фиг. 28. 

Фиг 40B отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 49) полипептида, трансли-
рованного из клона 775 (А/Соломоновы острова 3/2006 (H1N1)). Открытая рамка считывания клона 775 
начинается с ATG, указанного на фиг. 29. 

Фиг. 41A отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 50) полипептида, трансли-
рованного из клона 776 (А/Брисбан/10/2007 (H3N2)). Открытая рамка считывания клона 776 начинается с 
ATG, указанного на фиг. 30. 

Фиг 41B отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 51) полипептида, трансли-
рованного из клона 777 (А/Висконсин/67/2005 (H3N2)). Открытая рамка считывания клона 777 начинает-
ся с ATG, указанного на фиг. 31. 

Фиг. 42A отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 52) полипептида, трансли-
рованного из клона 778 (В/Малайзия/2506/2004). Открытая рамка считывания клона 778 начинается с 
ATG, указанного на фиг. 32. 

Фиг 42B отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 53) полипептида, трансли-
рованного из клона 779 (В/Флорида/4/2006). Открытая рамка считывания клона 779 начинается с ATG, 
указанного на фиг. 33. 

Фиг. 43A отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 54) полипептида, трансли-
рованного из клона 780 (А/Сингапур/1/57 (H2N2)). Открытая рамка считывания клона 780 начинается с 
ATG, указанного на фиг. 34. 

Фиг 43B отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 55) полипептида, трансли-
рованного из клона 781 (А/Аньхой/1/2005 (H5N1)). Открытая рамка считывания клона 781 начинается с 
ATG, указанного на фиг. 35. 

Фиг. 44A отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 56) полипептида, трансли-
рованного из клона 782 (А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1)). Открытая рамка считывания клона 782 начинает-
ся с ATG, указанного на фиг. 36. 

Фиг 44B отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 57) полипептида, трансли-
рованного из клона 783 А/дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1). Открытая рамка считывания клона 783 
начинается с ATG, указанного на фиг. 37. 
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Фиг. 45A отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 58) полипептида, трансли-
рованного из клона 784 (А/лошади/Прага/56 (H7N7)). Открытая рамка считывания клона 784 начинается 
с ATG, указанного на фиг. 38. 

Фиг 45B отображает аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 59) полипептида, трансли-
рованного из клона 785 (А/Гонконг/1073/99 (H9N2)). Открытая рамка считывания клона 785 начинается с 
ATG, указанного на фиг. 39. 

Фиг. 46 отображает иммунодетекцию (вестерн-блот) фракций элюции 7-17 ВЧ, полученных в рас-
тении, после эксклюзионной хроматографии. Пик элюции (фракция 10) синего декстрана указан стрел-
кой. Показаны подтипы гемагглютинина H1, H2, H3, H5, H6 и H9. Гемагглютинин выявлен во фракциях 
7-14, соответствующих элюции ВЧ. 

Фиг. 47 отображает иммуноблот-анализ экспрессии серии гемагглютининов различных штаммов, 
вызывающих ежегодные эпидемии. 10 и 20 мкг белковых экстрактов листьев загрузили на дорожки 1 и 2 
соответственно для растений, экспрессирующих HA различных штаммов вируса гриппа (указаны в верх-
ней части иммуноблота). 

Фиг. 48A отображает иммуноблот-анализ экспрессии серии гемагглютининов H5 различных штам-
мов, потенциально вызывающих пандемии. 10 и 20 мкг белковых экстрактов из листьев загрузили на 
дорожки 1 и 2 соответственно. 

Фиг 48B отображает иммуноблот-анализ экспрессии серии гемагглютининов H2, H7 и H9 отдель-
ных штаммов вируса гриппа. 10 и 20 мкг белковых экстрактов из листьев загрузили на дорожки 1 и 2 
соответственно. 

Фиг. 49 отображает иммуноблот-анализ H5 из штамма А/Индонезия/5/2005 в белковых экстрактах 
листьев табака, инфильтрированных агробактерией с AGL 1/660. Два растения (растение 1 и растение 2) 
инфильтрировали и 10 и 20 мкг растворимого белка, экстрагированного из каждого растения, загружали 
на дорожки 1 и 2 соответственно. 

Фиг. 50 отображает перекрестную реактивность сывороточных антител in vitro. Титры торможения 
гемагглютинации (ГАТ) в сыворотке хорька, 14 суток (A) после 1-й иммунизации и (B) после 2-й бустер-
ной иммунизации ВЧ вируса гриппа H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1)), полученных в растении. Анти-
тельный ответ на HA1 измерен с использованием следующих инактивированных целых вирусов H5N1: 
А/индейки/Индейки/1/05, А/Вьетнам/1194/04, А/Аньхой/5/05 и гомологичного штамма 
А/Индонезия/5/05. Значения приведены как среднее геометрическое (log2) соответствующих контроль-
ных титров пяти хорьков на группу. Диагональная полоса -А/Индонезия/6/06 (клад 2.1.3); помеченная - 
А/индейки/Индейки/1/05 (клад 2.2); белый столбик - А/Вьетнам/1194/04 (клад 1); черный столбик 
А/Аньхой/5/05. Указаны животные, у которых выявлен ответ. Столбики отражают среднее отклонение. 

Фиг. 51 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 60) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR (HTO)-кодирующую HA последователь-
ность из H5 А/Индонезия/5/2005 (конструкция #660), последовательности 3'UTR пластоцианина люцер-
ны и терминатора. 

Фиг. 52 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 61) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H1 А//Новая Каледония/20/1999 (конструкция #540), последовательности 3'UTR пластоцианина люцерны 
и терминатора. 

Фиг. 53 отображает аминокислотную последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 62) 
кассеты экспрессии HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA по-
следовательность из H1 А/Брисбан/59/2007 (конструкция #774), последовательности 3'UTR пластоциа-
нина люцерны и терминатора. 

Фиг. 54 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 63) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H1 А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1) (конструкция #775), последовательности 3'UTR пластоцианина 
люцерны и терминатора. 

Фиг. 55 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 64) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H2 А/Сингапур/1/57 (H2N2) (конструкция #780), последовательности 3'UTR пластоцианина люцерны и 
терминатора. 

Фиг. 56 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 65) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H5 А/Аньхой/1/2005 (H5N1) (конструкция #781), последовательности 3'UTR пластоцианина люцерны и 
терминатора. 

Фиг. 57 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 66) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H5 А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1) (конструкция #782), последовательности 3'UTR пластоцианина люцер-
ны и терминатора. 
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Фиг. 58 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 67) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H6 А/Дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1) (конструкция #783), последовательности 3'UTR пластоциа-
нина люцерны и терминатора. 

Фиг. 59 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 68) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR- 

кодирующую HA последовательность из H9 А/Гонконг/1073/99 (H9N2) (конструкция #785), после-
довательности 3'UTR пластоцианина люцерны и терминатора. 

Фиг. 60 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 69) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H3 А/Брисбан/10/2007 (H3N2), (конструкция #774), последовательности 3'UTR пластоцианина люцерны 
и терминатора. 

Фиг. 61 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 70) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H3 А/Висконсин/67/2005 (H3N2), (конструкция #774), последовательности 3'UTR пластоцианина люцер-
ны и терминатора. 

Фиг. 62 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 71) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
H7 А/лошади/Прага/56 (H7N7), (конструкция #774), последовательности 3'UTR пластоцианина люцерны 
и терминатора. 

Фиг. 63 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 72) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
В/Малайзия/2506/2004, последовательности 3'UTR пластоцианина люцерны и терминатора. 

Фиг. 64 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 73) кассеты экспрессии 
HA, содержащей промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-кодирующую HA последовательность из 
В/Флорида/4/2006, последовательности 3'UTR пластоцианина люцерны и терминатора. 

Фиг. 65 отображает консенсусную аминокислотную последовательность (SEQ ID NO: 74) HA из 
А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) (кодируемого SEQ ID NO: 33), А/Брисбан/59/2007 (H1N1) (кодируемо-
го SEQ ID NO: 48), А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1) (кодируемого SEQ ID NO: 49) и SEQ ID NO: 9. 
X1 (положение 3) - A или V; X2 (положение 52) - D или N; X3 (положение 90) - K или R; X4 (положение 
99) - K или T; X5 (положение 111) - Y или H; X6 (положение 145) - V или T; X7 (положение 154) - E или 
K; X8 (положение 161) - R или K; X9 (положение 181) - V или A; X10 (положение 203) - D или N; X11 
(положение 205) - R или K; X12 (положение 210) - T или K; X13 (положение 225) - R или K; X14 (поло-
жение 268) - W или R; X15 (положение 283) - T или N; X16 (положение 290) - E или K; X17 (положение 
432) - I или L; X18 (положение 489) - N или D. 

Фиг. 66 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 75) H1 Новая Каледо-
ния (AAP34324.1), кодируемого SEQ ID NO: 33. 

Фиг. 67 отображает последовательность нуклеиновой кислоты (SEQ ID NO: 76) H1 Puerto Rico (NC 
0409878.1), кодируемого SEQ ID NO: 35 

Фиг. 68 отображает последовательность нуклеиновой кислоты в части кассеты экспрессии номер 
828, от PacI (перед промотором) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). CPMV HT 5'UTR-
последовательность подчеркнута с мутировавшим ATG. Сайт рестрикции ApaI (непосредственно перед 
ATG последовательностью, кодирующей белок, предназначенный для экспрессии, в данном случае лег-
кая цепь каппа C5-1). 

Фиг. 69 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 663, Hin-
dIII (при множественном сайте клонирования, перед промотором пластоцианина) до EcoRI (непосредст-
венно после терминатора пластоцианина). Последовательность, кодирующая H5 (из 
А/Индонезия/5/2005), в слиянии с СП ПДИ подчеркнута. 

Фиг. 70 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 787, от 
HindIII (при множественном сайте клонирования, перед промотором пластоцианина) до EcoRI (непо-
средственно после терминатора пластоцианина). Последовательность, кодирующая H5 (из 
А/Брисбан/59/2007), в слиянии с СП ПДИ подчеркнута. 

Фиг. 71 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 790, от 
HindIII (при множественном сайте клонирования, перед промотором пластоцианина) до EcoRI (непо-
средственно после терминатора пластоцианина). Последовательность, кодирующая H3 (из 
А/Брисбан/10/2007), в слиянии с СП ПДИ подчеркнута. 

Фиг. 72 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 798, от 
HindIII (при множественном сайте клонирования, перед промотором пластоцианина) до EcoRI (непо-
средственно после терминатора пластоцианина). Последовательность, кодирующая HA из 
В/Флорида/4/2006, в слиянии с СП ПДИ, подчеркнута. 

Фиг. 73 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 580, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
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кодирующая H1 (из А/Новая Каледония/20/1999), в слиянии с СП ПДИ, подчеркнута. 
Фиг. 74 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 685, от 

PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая H5 из А/Индонезия/5/2005, подчеркнута. 

Фиг. 75 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 686, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая H5 из А/Индонезия/5/2005, в слиянии с СП ПДИ подчеркнута. 

Фиг. 76 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 732, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая H1 из А/Брисбан/59/2007, подчеркнута. 

Фиг. 77 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 733, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая H1 из А/Брисбан/59/2007, в слиянии с СП ПДИ, подчеркнута. 

Фиг. 78 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 735, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая H3 из А/Брисбан/10/2007, подчеркнута. 

Фиг. 79 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 736, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая H3 из А/Брисбан/10/2007, в слиянии с СП ПДИ, подчеркнута. 

Фиг. 80 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 738, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая HA из В/Флорида/4/2006, подчеркнута. 

Фиг. 81 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер 739, от 
PacI (перед промотором 35S) до AscI (непосредственно после терминатора NOS). Последовательность, 
кодирующая HA из В/Флорида/4/2006, в слиянии с СП ПДИ, подчеркнута. 

Фиг. 82 отображает последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую Msj1  
(SEQ ID NO: 114). 

Фиг. 83 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер R850, от 
HindIII (при множественном сайте клонирования, перед промотором) до EcoRI (непосредственно после 
терминатора NOS). Последовательность, кодирующая HSP40, подчеркнута. 

Фиг. 84 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер R860, от 
HindIII (при множественном сайте клонирования, перед промотором) до EcoRI (непосредственно после 
терминатора NOS). Последовательность, кодирующая HSP70, подчеркнута. 

Фиг. 85 отображает последовательность нуклеиновой кислоты части конструкции номер R870, от 
HindIII (при множественном сайте клонирования, перед промотором) до EcoRI (непосредственно после 
терминатора NOS). Последовательность, кодирующая HSp40, выделена курсивом; последовательность, 
кодирующая HSP70, подчеркнута. А) нуклеотиды 1-5003; В) нуклеотиды 5004-9493. 

Фиг. 86 отображает схематическое представление конструкции R472. 
Фиг. 87 отображает иммуноблот-анализ экспрессии серии гемагглютинина с использованием сиг-

нального пептида протеиндисульфидизомеразы люцерны. 20 мкг белкового экстракта из листьев, полу-
ченных от 3 отдельных растений, загружали для электрофореза в полиакриламидном геле в присутствии 
додецилсульфата натрия, кроме H1 (А/Новая Каледония/20/99 (H1N1)), когда использовали 5 мкг. Ука-
занные контроли (целый инактивированный вирус (WIV) гомологичного штамма) смешаны с 5 или 2 мкг 
растений, инфильтрированных пустышками, а) экспрессия H1 из А/Новая Каледония/20/99, b) экспрес-
сия H1 из А/Брисбан/59/2007, c) экспрессия H3 из А/Брисбан/10/2007, d) экспрессия H5 из 
А/Индонезия/5/2005, e) экспрессия HA из В/Флорида/4/2006. Стрелки указывают иммунополосу, соот-
ветствующую HA0. SP WT: нативный сигнальный пептид; PS PDI: сигнальный пептид ПДИ люцерны. 

Фиг. 88 отображает сравнение стратегий экспрессии HA с помощью иммуноблот-анализа белковых 
экстрактов из листьев. HA производился с использованием кассет на основе пластоцианина или  
CPMV-HT. В случае CPMV-HT также сравнивали сигнальный пептид HA дикого типа и сигнальный пеп-
тид ПДИ люцерны. 20 мкг белкового экстракта загружали для электрофореза в полиакриламидном геле в 
присутствии додецилсульфата натрия для определения подтипа HA, кроме H1 А/Новая Каледония, когда 
использовали 5 мкг, а) экспрессия H1 из А/Новая Каледония/20/1999, b) экспрессия H1 из 
А/Брисбан/59/2007, c) экспрессия H3 из А/Брисбан/10/2007, d) экспрессия H5 из А/Индонезия/5/2005 и  
e) экспрессия В из В/Флорида/4/2006. Стрелки указывают иммунополосу, соответствующую HA0; спе-
цифические штаммы агробактерии, содержащие специфические векторы, использующиеся для экспрес-
сии HA, указаны в верхней части дорожек. 

Фиг. 89 отображает иммуноблоттинг накопления HA при коэкспрессии с Hsp40 и Hsp70. H1 Новая 
Каледония (AGL1/540) и H3 Брисбан (AGL1/790) были экспрессированы поодиночке и коэкспрессирова-
ны с AGL1/R870. Уровень накопления HA оценивали с помощью иммуноблот-анализа белковых экс-
трактов из инфильтрированных листьев. В качестве контроля использованы целые инактивированные 
вирусы (WIV) штамма А/Новая Каледония/20/99 или Брисбан/10/2007/ 
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Подробное описание 

Настоящее изобретение относится к производству вирусоподобных частиц. А именно, настоящее 
изобретение относится к производству вирусоподобных частиц, содержащих антигены вируса гриппа. 

Нижеследующее описание представляет собой предпочтительный вариант осуществления настоя-
щего изобретения. 

Настоящее изобретение предлагает нуклеиновую кислоту, содержащую нуклеотидную последова-
тельность, кодирующую антиген вируса, покрытого оболочкой, например гемагглютинин (HA) вируса 
гриппа, функционально связанную с регуляторным участком, активным у растения. 

Кроме того, настоящее изобретение также предлагает способ производства вирусоподобных частиц 
(ВЧ) в растении. Указанный способ включает введение нуклеиновой кислоты, кодирующей антиген ви-
руса, функционально связанной с регуляторным участком, активным у растения, в растение или его 
часть и инкубацию растения или части растения в условиях, обеспечивающих экспрессию этой нуклеи-
новой кислоты, с получением таким образом ВЧ. 

ВЧ могут быть получены из вируса гриппа, однако ВЧ могут также быть получены из других виру-
сов - производных плазматической мембраны, включая, но не ограничиваясь этим, вирусы кори, Эбола, 
Марбург и ВИЧ. 

Настоящее изобретение включает ВЧ всех типов вируса гриппа, которые могут инфицировать чело-
века, включая, например, но не ограничиваясь этим, самый частый подтип вируса типа A (H1N1), напри-
мер А/Новая Каледония/20/99 (H1N1), подтип А/Индонезия/5/05 (H5N1) (SEQ ID NO: 60) и менее частый 
тип B (например, SEQ ID NO: 26, фиг. 10O) и типа С (SEQ ID NO: 27, фиг. 10В) и HA, полученные из 
других подтипов вируса гриппа. ВЧ других подтипов также включены в объем данного изобретения, на-
пример А/Брисбан/59/2007 (H1N1; SEQ ID NO:48), А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1;  
SEQ ID NO:49), А/Сингапур/1/57 (H2N2; SEQ ID NO:54), А/Аньхой/1/2005 (H5N1; SEQ ID NO:55), 
А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1; SEQ ID NO:56), А/дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1; SEQ ID NO:57), 
А/Гонконг/1073/99 (H9N2; SEQ ID NO:59), А/Брисбан/10/2007 (H3N2; SEQ ID NO:50), 
А/Висконсин/67/2005 (H3N2; SEQ ID NO:51), А/лошади/Прага/56 (H7N7; SEQ ID NO:58), 
В/Малайзия/2506/2004 (SEQ ID NO:52) или В/Флорида/4/2006 (SEQ ID NO:53). 

Настоящее изобретение также относится к вирусам гриппа, которые могут инфицировать других 
млекопитающих или животных, например человека, приматов, лошадей, свиней, птиц, водоплавающих 
птиц, перелетных птиц, перепелов, уток, гусей, домашнюю птицу, кур, верблюдов, представителей се-
мейства псовых, собак, представителей семейства кошачьих, кошек, тигра, леопарда, циветту, норку, 
куницу каменную, хорьков, домашних животных, домашний скот, мышей, крыс, тюленей, китов и им 
подобных. 

Не налагающие ограничений примеры других антигенов, которые могут экспрессироваться в виру-
сах - производных плазматической мембраны, включают капсидный белок ВИЧ p24, белки оболочки 
gp120, gp41, структурные белки VP30 и VP35; Gp/SGP (гликозилированный интегральный мембранный 
белок) филовирусов, например Эбола или Марбург, или белок H и белок F парамиксовирусов, например 
вируса кори. 

Настоящее изобретение также включает, но не ограничивается этим, ВЧ - производные вируса 
гриппа, которые получают липидную оболочку из плазматической мембраны клетки, в которой экспрес-
сируются белки ВЧ. Например, если ВЧ экспрессируется в системе, основанной на растении, ВЧ может 
получать липидную оболочку от плазматической мембраны клетки. 

В общем случае термин "липид" означает жирорастворимые (липофильные) молекулы естественно-
го происхождения. Этот термин также используется в более конкретном смысле в отношении жирных 
кислот и их производных (включая три-, ди- и моноглицериды и фосфолипиды), а также другие жирора-
створимые метаболиты, содержащие стерол, или стеролы. Фосфолипиды - главный компонент всех био-
логических мембран вместе с гликолипидами, стеролами и белками. Примеры фосфолипидов включают 
фосфатидилэтаноламин, фосфатидилхолин, фосфатидилинозитол, фосфатидилсерин, фосфатидилглице-
рин и им подобные. Примеры стеролов включают зоостеролы (например, холестерин) и фитостеролы 
(например, ситостерол) и стерилгликозид. В различных видах растений идентифицировано более  
200 фитостеролов, самыми распространенными из которых являются кампестерол, стигмастерол,  
эргостерол, брассикастерол, дельта-7-стигмастерол, дельта-7-авенастерол, дауностерол, ситостерол,  
24-метилхолестерин, холестерин или бета-ситостерол. Как будет понятно специалисту в данной области 
техники, состав липидов плазматической мембраны может меняться в зависимости от особенностей 
культуры или условий культивирования клетки или выращивания организмов, из которых эта клетка 
получена. 

Обычно клеточные мембраны состоят из двойного слоя липидов, а также белков, обладающих раз-
личными функциями. В двойном липидном слое могут быть обнаружены специфические местные кон-
центрации определенных липидов, что называют "липидным рафтом". Без намерения ограничиваться 
существующей теорией предполагается, что липидные рафты могут играть важную роль в эндо- и экзо-
цитозе, проникновении или выходе вирусов и других инфекционных агентов, передаче сигнала внутри 
клетки, взаимодействии с другими структурными компонентами клетки или организма, такими как внут-
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риклеточный и внеклеточный матрикс. 
В отношении вируса гриппа термин "гемагглютинин" или "HA" согласно использованию в данном 

документе означает гликопротеин, обнаруженный на наружной поверхности частиц вируса гриппа. HA 
представляет собой гомотримерный мембранный гликопротеин I типа, как правило, содержащий сиг-
нальный пептид, домен HA1 и домен HA2, включающий якорный сайт, перекрывающий мембрану, на C-
конце и небольшой цитоплазматический хвост (фиг. 1B). Нуклеотидные последовательности, кодирую-
щие HA, хорошо известны и доступны для общего пользования - см. например, базу данных BioDefence 
Public Health (вирус гриппа, см. URL:biohealthbase.org) или Национальный центр биотехнологической 
информации (см. URL:ncbi.nlm.nih.gov), оба из которых включены в данный документ путем ссылки. 

Термин "гомотример" или "гомотримерный" указывает, что олигомер образован тремя белковыми 
молекулами HA. Без намерения ограничиваться существующей теорией предполагается, что белок HA 
синтезируется как мономерный белок-предшественник (НА0) массой 75 кДа, который подвергается 
сборке на поверхности в длинный тримерный белок. До тримеризации белок-предшественник расщепля-
ется в консервативном сайте активации-расщепления (также называемом химерным белком) на две по-
липептидные цепи, HA1 и HA2 (содержащие трансмембранный участок), связанные дисульфидным мос-
тиком. Участок HA1 может состоять в длину из 328 аминокислот, участок HA2 может состоять в длину 
из 221 аминокислоты. Хотя это расщепление может быть важным для инфекционности вируса, возмож-
но, оно необязательно для тримеризации белка. Встраивание HA в эндоплазматический ретикулум (ЭР) 
мембраны клетки хозяина, расщепление сигнального пептида и гликозилирование белка - это котрансля-
ционные события. Для правильного свертывания HA требуется гликозилирование белка и образование 
шести внутрицепочечных дисульфидных связей. НА-тример подвергается сборке в цис- и транс-
положениях в комплексе Гольджи, при этом в процессе тримеризации играет роль трансмембранный 
домен. Кристаллические структуры белков HA, обработанных бромелином, где отсутствует трансмем-
бранный домен, выявили высококонсервативную структуру среди штаммов вируса гриппа. Также уста-
новлено, что HA подвергается существенным конформационным изменениям в ходе инфекционного 
процесса, для чего требуется расщепление предшественника HA0 на две полипептидные цепи HA1 и 
HA2. Белок HA может подвергаться дополнительной обработке (т.е. включать домены HA1 и HA2) или 
может оставаться необработанным (т.е. включать домен НА0). 

Настоящее изобретение также относится к использованию белка HA, содержащего трансмембран-
ный домен, и включает домены HA1 и HA2, например, белок HA может представлять собой HA0 или 
обработанный HA, содержащий HA1 и HA2. Белок HA может быть использован в производстве или об-
разовании ВЧ в системе экспрессии, основанной на растении или растительной клетке. 

НА настоящего изобретения можно получить из любого подтипа. Например, HA может быть от 
подтипа H1, H2, H3, Н4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16 или вируса гриппа  
типа B. Рекомбинантный HA настоящего изобретения может также состоять из аминокислотной после-
довательности, основанной на последовательности какого-либо гемагглютинина, известного в данной 
области техники - см. например, базу данных BioDefence Public Health (вирус гриппа; см. 
URL:biohealthbase.org) или Национальный центр биотехнологической информации (см. 
URL:ncbi.nlm.nih.gov). Кроме того, HA может быть основан на последовательности гемагглютинина, вы-
деленного из одного или нескольких появляющихся или вновь идентифицированных вирусов гриппа. 

Настоящее изобретение также включает ВЧ, которые содержат HA, полученный из  
одного или нескольких подтипов вируса гриппа. Например, ВЧ могут содержать один или несколько  
HA из подтипа H1 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 28), H2 (кодируемого  
SEQ ID NO: 12), H3 (кодируемого SEQ ID NO: 13), Н4 (кодируемого последовательностью  
SEQ ID NO: 14), H5 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 15), H6 (кодируемого последова-
тельностью SEQ ID NO: 16), H7 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 11),  
H8 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 17), H9 (кодируемого последовательностью  
SEQ ID NO: 18), H10 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 19),  
H11 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 20), H12 (кодируемого последовательностью  
SEQ ID NO: 21), H13 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 27),  
H14 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 23), H15 (кодируемого последовательностью  
SEQ ID NO: 24), H16 (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 25) или вируса гриппа типа B (ко-
дируемого последовательностью SEQ ID NO: 26) или их комбинации. 

Один или несколько HA из одного или нескольких подтипов вируса гриппа могут коэкспрессиро-
ваться в клетке растения или насекомого, чтобы гарантировать, что синтез одного или нескольких HA 
приведет к образованию ВЧ, содержащих комбинацию HA, полученных из одного или нескольких под-
типов вируса гриппа. Выбор комбинации HA может определяться целью применения вакцины, изготов-
ленной из этих ВЧ. Например, вакцина для использования у инокулированных птиц может содержать 
какую-либо комбинацию подтипов HA, в то время как ВЧ, применяемые для вакцинации человека, могут 
содержать подтипы одного или нескольких из подтипов H1, H2, H3, H5, H7, H9, H10, N1, N2, N3 и N7. 
Однако другие комбинации подтипов HA можно получить в зависимости от цели применения инокулю-
ма. 
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Таким образом, настоящее изобретение относится к ВЧ, содержащих один или несколько подтипов 
HA, например два, три, четыре, пять, шесть или более подтипов HA. 

Настоящее изобретение также относится к нуклеиновым кислотам, кодирующим гемагглютинины, 
которые образуются в ВЧ при экспрессии в растениях. 

Типичные нуклеиновые кислоты могут содержать нуклеотидные последовательности гемагглюти-
нина из выбранных штаммов подтипов вируса гриппа, например подтип A (H1N1), такой как А/Новая 
Каледония/20/99 (H1N1) (SEQ ID NO: 33), подтип А/Индонезия/5/05 (H5N1) (включающий конструкцию 
#660; SEQ ID NO: 60) и менее частые тип В (например, SEQ ID NO: 26, фиг. 10O) и тип C  
(SEQ ID NO: 27, фиг. 10B) и HA, полученные из других подтипов вируса гриппа. ВЧ других подтипов 
вируса гриппа также включены в настоящее изобретение, например А/Брисбан/59/2007 (H1N1;  
SEQ ID NO: 36), А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1; SEQ ID NO: 37), А/Сингапур/1/57 (H2N2;  
SEQ ID NO: 42), А/Аньхой/1/2005 (H5N1; SEQ ID NO:43), А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1;  
SEQ ID NO: 44), А/Дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1; SEQ ID NO: 45), А/Гонконг/1073/99 (H9N2;  
SEQ ID NO: 47), А/Брисбан/10/2007 (H3N2; SEQ ID NO: 38), А/Висконсин/67/2005 (H3N2;  
SEQ ID NO: 39), А/лошади/Прага/56 (H7N7; SEQ ID NO: 46), В/Малайзия/2506/2004  
(SEQ ID NO: 40) или В/Флорида/4/2006 (SEQ ID NO: 41). 

Правильное свертывание гемагглютининов может быть важным для стабильности этого белка, об-
разования мультимеров, образования ВЧ и функции HA (способности к гемагглютинации) среди прочих 
характеристик гемагглютининов вируса гриппа. На свертывание белка могут влиять один или несколько 
факторов, включая, но не ограничиваясь этим, последовательность белка, относительное присутствие 
белка, степень внутриклеточного уплотнения, наличие кофакторов, которые могут связываться или вре-
менно соединяться со свернутым, частично свернутым или несвернутым белком, наличия одного или 
нескольких белков-шаперонов или подобных факторов. 

Белки теплового шока (Hsp) или белки стресса являются примерами белков-шаперонов, которые 
могут участвовать в различных клеточных процессах, включая синтез белка, внутриклеточный транс-
порт, предупреждение неправильного свертывания, предупреждении агрегации белка, сборки или раз-
борки белковых комплексов, свертывания белка и разрушения белка. Примеры таких белков-шаперонов 
включают, но не ограничиваются этим, Hsp60, Hsp65, Hsp70, Hsp90, Hsp100, Hsp20-30, Hsp10, Hsp100-
200, Hsp100, Hsp90, Lon, TF55, FKBP, циклофилины, CIpP, GrpE, убиквитин, кальнексин и протеинди-
сульфидизомеразы. См., например, Macario, A.J.L., Cold Spring Harbor Laboratory Res. 25:59-70. 1995; 
Parsell, D.A. & Lindquist, S. Ann. Rev. Genet. 27:437-496 (1993); патент США 5232833. В некоторых при-
мерах определенная группа белков-шаперонов включает Hsp40 и Hsp70. 

Примеры Hsp70 включают Hsp72 и Hsc73 из клеток млекопитающих, DnaK из бактерий, особенно 
микобактерий, таких как Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis u Mycobacterium bovis (таких 
как микобактерия для БЦЖ: обозначено в данном документе как Hsp71). DnaK из Escherichia coli, дрож-
жей и других прокариот и BiP и Grp78 из эукариот, таких как A. thaliana (Lin et al. 2001 (Cell Stress and 
Chaperones, 6:201-208). Конкретный пример Hsp70 - Hsp70 A. thaliana (кодируемый последовательностью 
SEQ ID NO: 122 или SEQ ID NO: 123). Hsp70 способен специфически связываться с АТФ, а также не-
свернутыми белками и пептидами, таким образом участвуя в свертывании и развертывании, а также 
сборке и разборке белковых комплексов. 

Примеры Hsp40 включают DnaJ из прокариот, таких как Е. coli и микобактерии, HSJ1, HDJ1 и 
Hsp40 из эукариот, таких как люцерна (Frugis et al., 1999. Plant Molecular Biology 40:397-408). Конкрет-
ный пример Hsp40 - MsJ1 M. sativa (кодируемый SEQ ID NO: 121, 123 или 114). Hsp40 играет роль моле-
кулярного шаперона при свертывании белка, термической толерантности и репликации ДНК среди про-
чих клеточных процессов. 

Среди белков теплового шока Hsp70 и его ко-шаперона, Hsp40 играют роль в стабилизации транс-
ляции и вновь синтезированных полипептидов до того, как синтез завершается. Без намерения ограничи-
ваться существующей теорией считается, что Hsp40 связывается с гидрофобными участками неразверну-
тых (формирующихся или вновь перенесенных) полипептидов, создавая условия для взаимодействия 
комплекса Hsp70-ATP с пептидами. Гидролиз АТФ ведет к образованию стабильного комплекса между 
полипептидом, Hsp70 и АДФ и высвобождению Hsp40. Связь комплекса Hsp70-АДФ с гидрофобными 
участками этого полипептида предупреждает взаимодействие с другими гидрофобными участками, пре-
дупреждая неправильное свертывание и образование агрегатов с другими белками (обзор Hartl, FU. 1996. 
Nature, 381:571-579). 

И вновь, без намерений ограничиваться существующей теорией считается, что по мере увеличения 
выработки рекомбинантного белка в системе экспрессии белка эффекты нагрузки на экспрессию реком-
бинантного белка могут приводить к агрегации и/или снижению накопления рекомбинантного белка 
вследствие разрушения неправильно свернутого белка. Нативные белки-шапероны могут быть способны 
облегчать правильное свертывание белка при низких уровнях рекомбинантного белка, но по мере возрас-
тания уровня экспрессии нативные шапероны могут оказаться лимитирующим фактором. Высокие уров-
ни экспрессии гемагглютинина в листьях, инфильтрированных агробактерией, могут вести к накоплению 
полипептидов гемагглютинина в цитозоле и ко-экспрессии одного или нескольких белков-шаперонов, 
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таких как Hsp70, Hsp40 или оба Hsp70 и Hsp40 могут повышать стабильность в цитозоле клеток, экс-
прессирующих полипептиды, таким образом снижая уровень неправильно свернутых или агрегирован-
ных полипептидов гемагглютинина и увеличивая число полипептидов, накапливающихся в виде ста-
бильного гемагглютинина, обладающего характеристиками третичной и четвертичной структуры, что 
способствуют образованию гемагглютинина и/или вирусоподобных частиц. 

Таким образом, настоящее изобретение также предлагает способ производства ВЧ в растении, где 
первая нуклеиновая кислота, кодирующая HA вируса гриппа, коэкспрессируется со второй нуклеиновой 
кислотой, кодирующей шаперон. Первая и вторая нуклеиновые кислоты могут быть встроены в растение 
на одном и том же этапе или могут быть встроены в растение последовательно. Настоящее изобретение 
также относится к способу производства ВЧ вируса гриппа в растении, где растение содержит первую 
нуклеиновую кислоту, а вторую нуклеиновую кислоту вводят позже. 

Настоящее изобретение также предусматривает растение, содержащее нуклеиновую кислоту, кото-
рая кодирует один или несколько гемагглютининов вируса гриппа, и нуклеиновую кислоту, которая ко-
дирует один или несколько шаперонов. 

Предполагается, что процессинг N-концевой последовательности сигнального пептида (СП) в ходе 
экспрессии и/или секреции гемагглютининов вируса гриппа играет роль в процессе свертывания. Термин 
"сигнальный пептид" в общем смысле означает короткую (примерно 5-30 аминокислот) последователь-
ность аминокислот, как правило, обнаруживающихся на N-конце полипептида гемагглютинина, которая 
может направлять транслокацию вновь транслированного полипептида в определенную органеллу или 
участвовать в позиционировании определенных доменов этого полипептида. Сигнальный пептид гемагг-
лютининов участвует в транслокации этого белка в эндоплазматический ретикулум и, как предполагает-
ся, способствует позиционированию N-концевого проксимального домена относительно якорного мем-
бранного домена образующегося полипептида гемагглютинина при расщеплении и свертывании зрелого 
гемагглютинина. Для удаления сигнального пептида (например, с участием сигнальной пептидазы) мо-
жет требоваться прецизионное отщепление и удаление сигнального пептида с образованием зрелого ге-
магглютинина - такое прецизионное отщепление может зависеть от любого из нескольких факторов, 
включая часть или весь сигнальный пептид, аминокислотную последовательность, фланкирующую сайт 
отщепления, длину сигнального пептида или их комбинацию, и не все факторы могут относиться к ка-
кой-либо определенной последовательности. 

Сигнальный пептид может быть нативным для экспрессирующегося гемагглютинина или рекомби-
нантного гемагглютинина, содержащего сигнальный пептид из вируса гриппа первого типа, подтипа или 
штамма с равновесным содержанием гемагглютинина второго типа вируса гриппа, подтипа или штамма. 
Например, нативный сигнальный пептид HA подтипов H1, H2, H3, H5, H6, H7, H9 или вируса гриппа 
типа B может быть использован для экспрессии HA в растительной системе. 

Сигнальный пептид также может отличаться от нативного, например, от структурного белка или 
гемагглютинина вируса, не относящегося к вирусу гриппа, или от растительного, животного или бакте-
риального полипептида. Типичный сигнальный пептид - это протеин-дисульфидизомераза люцерны 
(ПДИЛ) (нуклеотиды 32-103 под входящим номером Zl1499; SEQ ID NO: 34; фиг. 17; аминокислотная 
последовательность MAKNVAIFGLLFSLLLLVPSQIFAEE). 

Настоящее изобретение также предлагает гемагглютинин вируса гриппа, содержащий нативный 
или отличающийся от нативного сигнальный пептид и нуклеиновые кислоты, кодирующие такие гемагг-
лютинины. 

Белки HA вируса гриппа проявляют ряд схожих свойств и различий в отношении молекулярной 
массы, изоэлектрической точки, размера, содержания гликанов и им подобным характеристикам. Физи-
ко-химические свойства различных гемагглютининов могут быть полезными в дифференциации HA, 
экспрессирующихся в растении, клетке насекомого или дрожжевой системе, и могут быть особенно по-
лезны, когда в одной системе коэкспрессируется несколько HA. Примеры таких физико-химических 
свойств приведены в табл. 1. 
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Таблица 1 
Физико-химические свойства гемагглютининов вируса гриппа 

 
Настоящее изобретение также включает нуклеотидные последовательности SEQ ID NO: 28;  

SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 11, кодирующие HA из H1, H5 или H7 соответственно. Настоящее изобрете-
ние также включает нуклеотидную последовательность, которая гибридизуется в жестких условиях гиб-
ридизации с последовательностью SEQ ID NO: 28; последовательностью SEQ ID NO: 3; последователь-
ностью SEQ ID NO: 11. Настоящее изобретение также включает нуклеотидную последовательность, ко-
торая гибридизуется в жестких условиях гибридизации с комплементарной последовательностью после-
довательности SEQ ID NO: 28; последовательности SEQ ID NO: 3; последовательности SEQ ID NO: 1. 
Нуклеотидные последовательности, которые гибридизуются с последовательностями под определенны-
ми номерами или последовательностями, комплементарными последовательностями под номерами, ко-
дируют белок гемагглютинина, который после экспрессии образует ВЧ, и ВЧ индуцирует выработку ан-
титела после введения субъекту. Например, экспрессия нуклеотидной последовательности в раститель-
ной клетке ведет к образованию ВЧ, и эту ВЧ можно использовать для выработки антитела, способного 
связывать HA, включая зрелый HA, НА0, HA1 или HA2 одного или нескольких типов или подтипов ви-
руса гриппа. Эта ВЧ после введения субъекту вызывает иммунный ответ. 

Настоящее изобретение также включает нуклеотидные последовательности SEQ ID NO: 12;  
SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18;  
SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO: 24;  
SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36;  
SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42;  
SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47. 

Настоящее изобретение также включает нуклеотидную последовательность, которая гибридизуется 
в жестких условиях гибридизации с SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15;  
SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21;  
SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27;  
SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39;  
SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45;  
SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47. 

Настоящее изобретение также включает нуклеотидную последовательность, которая гибридизуется 
в жестких условиях гибридизации с последовательностью, комплементарной SEQ ID NO: 12;  
SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18;  
SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO: 24;  
SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36;  
SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42;  
SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47. 

Настоящее изобретение также включает нуклеотидную последовательность, которая гибридизуется 
с SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17;  
SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23;  
SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35;  
SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41;  
SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47 или 
последовательностью, комплементарной SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; 
SEQ ID NO: 16; SEQ ID NO: 17; SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21;  
SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23; SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27;  
SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39;  
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SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45;  
SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47, кодирующей белок гемагглютинина, которая при экспрессии образу-
ет ВЧ, и эта ВЧ вызывает выработку антитела после введения субъекту. Например, экспрессия нуклео-
тидной последовательности в растительной клетке ведет к образованию ВЧ, и эту ВЧ можно использо-
вать для выработки антитела, способного связывать HA, включая зрелый HA, HA0, HA1 или HA2 одного 
или нескольких типов или подтипов вируса гриппа. Эта ВЧ после введения субъекту вызывает иммун-
ный ответ. 

В некоторых вариантах настоящее изобретение также включает нуклеотидные последовательности 
SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39;  
SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45;  
SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47, кодирующие HA из подтипов H1, H2, H3, H5, H7 или H9 вируса 
гриппа типа A или HA вируса гриппа типа B. 

Настоящее изобретение также включает нуклеотидную последовательность, которая гибридизуется 
в жестких условиях гибридизации с SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37;  
SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43;  
SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47. 

Настоящее изобретение также включает нуклеотидную последовательность, которая гибридизуется 
в жестких условиях гибридизации с последовательностью, комплементарной SEQ ID NO: 33;  
SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40;  
SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или  
SEQ ID NO: 47. Эти нуклеотидные последовательности, которые гибридизуются с SEQ ID NO: 33;  
SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40;  
SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или  
SEQ ID NO: 47 или последовательностью, комплементарной SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35;  
SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41;  
SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47, ко-
дируют белок гемагглютинина и при экспрессии образуют ВЧ, и эта ВЧ вызывает выработку антитела 
при введении субъекту. Например, экспрессия нуклеотидной последовательности в растительной клетке 
ведет к образованию ВЧ, и эту ВЧ можно использовать для выработки антитела, способного связывать 
HA, включая зрелый HA, НА0, HA1 или HA2 одного или нескольких типов или подтипов вируса гриппа. 
Эта ВЧ после введения субъекту вызывает иммунный ответ. 

Гибридизация в жестких условиях гибридизации известна в данной области техники (см., например, 
Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., eds. 1995 and supplements; Maniatis et al., in Molecular 
Cloning (A Laboratory Manual), Cold Spring Harbor Laboratory, 1982; Sambrook and Russell, in Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 3rd edition 2001; каждая их которых включена в данный документ путем 
ссылки). Примером таких жестких условий гибридизации может быть 16-20 ч гибридизации в 4× SSC 
при 65°C с последующим отмыванием в 0,1× SSC при 65°C в течение 1 ч или двукратным отмыванием в 
0,1× SSC при 65°C, каждое в течение 20-30 мин, или типичные жесткие условия гибридизации могут 
представлять собой гибридизацию в течение ночи (16-20 ч) в 50% формамиде, 4× SSC при 42°C с после-
дующим отмыванием в 0,1× SSC при 65°C в течение 1 ч или двукратным отмыванием в 0,1× SSC при 
65°C, каждое в течение 20-30 мин, или гибридизация в течение ночи (16-20 ч), или гибридизация в вод-
ном фосфатном буфере Черча (7% додецилсульфат натрия, 0,5 моль NaPO4-буфер с pH 7,2, 10 ммоль 
ЭДТК) при 65°C либо с двукратным отмыванием при 50°C в 0,1× SSC, 0,1% додецилсульфате натрия, 
каждое в течение 20-30 мин, либо двукратным отмыванием при 65°C в 2× SSC, 0,1% додецилсульфате 
натрия, каждое в течение 20-30 мин. 

Кроме того, настоящее изобретение включает нуклеотидные последовательности, которые характе-
ризуются тем, что имеют 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% или любое промежу-
точное значение идентичности или сходства последовательностей с нуклеотидной последовательностью, 
кодирующей HA из H1 (SEQ ID NO: 28), H5 (SEQ ID NO: 3) или H7 (SEQ ID NO: 11), где эта нуклеотид-
ная последовательность кодирует белок гемагглютинина и при экспрессии образует ВЧ, и эта ВЧ вызы-
вает выработку антитела. Например, экспрессия этой нуклеотидной последовательности в растительной 
клетке ведет к образованию ВЧ, и эту ВЧ можно использовать для выработки антитела, способного свя-
зывать HA, включая зрелый HA, НА0, HA1 или HA2. Эта ВЧ после введения субъекту вызывает иммун-
ный ответ. 

Кроме того, настоящее изобретение включает нуклеотидные последовательности, которые характе-
ризуются тем, что имеют 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% или любое промежу-
точное значение идентичности или сходства последовательностей с нуклеотидной последовательностью 
SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 13; SEQ ID NO: 14; SEQ ID NO: 15; SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17;  
SEQ ID NO: 18; SEQ ID NO: 19; SEQ ID NO: 20; SEQ ID NO: 21; SEQ ID NO: 22; SEQ ID NO: 23;  
SEQ ID NO: 24; SEQ ID NO: 25; SEQ ID NO: 26; SEQ ID NO: 27; SEQ ID NO: 33; SEQ ID NO: 35;  
SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41;  
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SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или SEQ ID NO: 47, где 
эта нуклеотидная последовательность кодирует белок гемагглютинина и при экспрессии образует ВЧ, и 
эта ВЧ вызывает выработку антитела. Например, экспрессия этой нуклеотидной последовательности в 
растительной клетке ведет к образованию ВЧ, и эту ВЧ можно использовать для выработки антитела, 
способного связывать HA, включая зрелый HA, НА0, HA1 или HA2. Эта ВЧ после введения субъекту 
вызывает иммунный ответ. 

Кроме того, настоящее изобретение включает нуклеотидные последовательности, которые характе-
ризуются тем, что имеют 70, 75, 80, 85, 87, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100% или любое промежу-
точное значение идентичности или сходства последовательностей с нуклеотидной SEQ ID NO: 33;  
SEQ ID NO: 35; SEQ ID NO: 36; SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40;  
SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID NO: 43; SEQ ID NO: 44; SEQ ID NO: 45; SEQ ID NO: 46 или  
SEQ ID NO: 47, где эта нуклеотидная последовательность кодирует белок гемагглютинина и при экс-
прессии образует ВЧ, и эта ВЧ вызывает выработку антитела. Например, экспрессия этой нуклеотидной 
последовательности в растительной клетке ведет к образованию ВЧ, и эту ВЧ можно использовать для 
выработки антитела, способного связывать HA, включая зрелый HA, НА0, HA1 или HA2. Эта ВЧ после 
введения субъекту вызывает иммунный ответ. 

Также настоящее изобретение включает HA, связанные со следующими подтипами H1 (кодируемо-
го SEQ ID NO: 28), H2 (кодируемого SEQ ID NO: 12), H3 (кодируемого SEQ ID NO: 13), Н4 (кодируемо-
го SEQ ID NO: 14), H5 (кодируемого SEQ ID NO: 15), H6 (кодируемого SEQ ID NO: 16), H7 (кодируемо-
го SEQ ID NO: 11), H8 (кодируемого SEQ ID NO: 17), H9 (кодируемого SEQ ID NO: 18), H10 (кодируе-
мого SEQ ID NO: 19), H11 (кодируемого SEQ ID NO: 20), H12 (кодируемого SEQ ID NO: 21), H13 (коди-
руемого SEQ ID NO: 27), H14 (кодируемого SEQ ID NO: 23), H15 (кодируемого SEQ ID NO: 24), H16 
(кодируемого SEQ ID NO: 25) или вируса гриппа типа B (кодируемого SEQ ID NO: 26); см.  
фиг. 10A-10O), и нуклеотидные последовательности, которые характеризуются тем, что имеют 70-100% 
или любое промежуточное значение, 80-100% или любое промежуточное значение, 90-100% или любое 
промежуточное значение или 95-100% или любое промежуточное значение идентичности последова-
тельности с H1 (SEQ ID NO: 28), H2 (SEQ ID NO: 12), H3 (SEQ ID NO: 13), H4 (SEQ ID NO: 14),  
H5 (SEQ ID NO: 15), H6 (SEQ ID NO: 16), H7 (SEQ ID NO: 11), H8 (SEQ ID NO: 17), H9 (SEQ ID NO: 18), 
H10 (SEQ ID NO: 19), H11 (SEQ ID NO: 20), H12 (SEQ ID NO: 21), H13 (SEQ ID NO: 27),  
H14 (SEQ ID NO: 23), H15 (SEQ ID NO: 24), H16 (SEQ ID NO: 25), где эта нуклеотидная последователь-
ность кодирует белок гемагглютинина и при экспрессии образует ВЧ, и эта ВЧ вызывает выработку ан-
титела. Например, экспрессия этой нуклеотидной последовательности в растительной клетке ведет к об-
разованию ВЧ, и эту ВЧ можно использовать для выработки антитела, способного связывать HA, вклю-
чая зрелый HA, HA0, HA1 или HA2. Эта ВЧ после введения субъекту вызывает иммунный ответ. 

"Иммунный ответ" в общем случае означает реакцию адаптивной иммунной системы. Адаптивная 
иммунная система, как правило, включает гуморальный ответ и клеточный ответ. Гуморальный ответ - 
это компонент иммунной системы, который опосредован высвобожденными антителами, которые выра-
батываются в клетках линии B-лимфоцитов (В-клеток). Высвобожденные антитела связывают с антиге-
нами на поверхности проникающих микроорганизмов (таких как вирусы или бактерии), таким образом 
помечая их как мишень, предназначенную для разрушения. Гуморальный иммунитет в общем смысле 
означает выработку антитела и процесс, который ее сопровождает, а также эффекторные функции анти-
тел, включая активацию Th2-лимфоцитов и выработку цитокинов, образование клеток памяти, обеспече-
ние фагоцитоза с участием опсонинов, разрушение патогенных микроорганизмов и им подобные. 

Термин "модулировать" или "модуляция" или аналогичные термины означают увеличение или 
уменьшение определенной реакции или показателя, что определяют с помощью какого-либо из несколь-
ких анализов, общеизвестных или используемых, некоторые из которых приведены в данном документе 
в качестве примера. 

Клеточный ответ - это иммунный ответ, который включает не участие антител, а активацию макро-
фагов, естественных киллеров (NK-клеток), антигенспецифичных цитотоксических T-лимфоцитов и вы-
свобождение различных цитокинов в ответ на антиген. Клеточный иммунитет в общем смысле означает 
активацию Th-клеток, активацию Tc-клеток и опосредованные T-клетками ответы. Клеточный иммуни-
тет особенно важен при ответе на вирусные инфекции. 

Например, индукцию антигенспецифичных T-лимфоцитов CD8 можно измерить с помощью теста 
ELISPOT; стимуляцию T-лимфоцитов CD4 можно измерить с помощью теста с пролиферацией. Титры 
антител к вирусу гриппа можно оценить количественно с помощью теста ELISA; изотипы антигенспе-
цифических или перекрестно реагирующих антител можно измерить с помощью антиизотипических ан-
тител (например, анти-IgG, IgA, IgE или IgM). Методики проведения таких тестов хорошо известны в 
данной области техники. 

Тест с торможением гемагглютинации (ТГ или ТГА) также можно использовать для демонстрации 
эффективности антител, индуцированных вакциной, или вакцинная композиция может тормозить агглю-
тинацию эритроцитов с участием рекомбинантного HA. Титры антител, тормозящих гемагглютинацию, в 
образцах сыворотки можно измерить с помощью ТГА с микротитрованием (Aymard et al., 1973). Можно 
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использовать эритроциты любого из нескольких видов, например лошади, индейки, куры или им подоб-
ные. Этот тест дает непрямые данные о сборке триммера HA на поверхности ВЧ, подтверждая соответ-
ствующее представление антигенных сайтов на HA. 

Титры перекрестно реагирующих антител с помощью ТГА также можно использовать для демонст-
рации эффективности иммунного ответа на другие штаммы вируса, схожего с вакцинным подтипом. На-
пример, сыворотку субъекта, иммунизированного вакцинной композицией с первым штаммов (напри-
мер, ВЧ А/Индонезия 5/05), можно использовать в тесте с ТГА со вторым штаммом целого вируса или 
вирусных частиц (например, А/Вьетнам/1194/2004) и определить титр в ходе ТГА. 

Наличие или уровни цитокинов тоже можно определить количественно. Например, T-клеточный 
ответ (Th1/Th2) будет характеризоваться измерением клеток, секретирующих ИФН γ или ИЛ-4, с помо-
щью теста ELISA (например, наборы BD Biosciences OptEIA). Мононуклеарные клетки периферической 
крови (МКПК) или спленоциты, полученные от субъекта, можно культивировать и провести анализ на-
досадочной жидкости. T-лимфоциты тоже можно определить количественно с помощью флуоресцентной 
сортировки клеток с использованием маркер-специфичных флуоресцентных меток и методик, известных 
в данной области техники. 

Также можно провести тест с микронейтрализацией для определения характеристик иммунного от-
вета у субъекта, см., например, методики Rowe et al., 1973. Титры нейтрализации вируса можно измерить 
несколькими путями, включая 1) подсчет бляшек лизиса (анализ бляшкообразования) после фиксации 
кристаллическим фиолетовым и окраски клеток; 2) выявление лизиса клеток в культуре под микроско-
пом; 3) тест ELISA и спектрофотометрическую детекцию вирусного белка NP (что коррелирует с вирус-
ной инфекцией клеток хозяина). 

Идентичность последовательности или сходство последовательности можно определить с помощью 
программы сравнения нуклеотидных последовательностей, таких как имеющиеся в DNASIS (например, с 
помощью, но не ограничиваясь этим, следующих параметров: штраф за продолжение гэпа 5, число верх-
них диагоналей 5, фиксированный штраф за продолжение гэпа 10, k-кортеж 2, блуждающий гэп 10 и 
размер окна 5). Однако другие методики выравнивания последовательностей для сравнения хорошо из-
вестны в данной области техники, например алгоритмы Smith и Waterman (1981, Adv. Appl. Math. 2:482), 
Needleman и Wunsch (J. Mol. Biol. 48:443, 1970), Pearson и Lipman (1988, Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA, 
85:2444) и компьютеризованные методики внедрения этих алгоритмов (например, GAP, BESTFIT,  
FASTA или BLAST) или выравнивание вручную и визуальная оценка. 

Термин "домен гемагглютинина" означает пептид, содержащий либо домен НА0, либо домены HA1 
и HA2 (иначе обозначаемые как фрагменты HA1 и HA2). HA0 - предшественник фрагментов HA1 и HA2. 
Мономер HA можно обычно подразделить на два функциональных домена - стеблевой домен и глобу-
лярная головка, или головной домен. Стеблевой домен участвует в инфекционности и патогенности ви-
руса через конформационное изменение, которому он может подвергаться под воздействием кислой сре-
ды. Стеблевой домен можно подразделить дополнительно на четыре субдомена или фрагмента - субдо-
мен слияния или пептид слияния (гидрофобный участок аминокислот, участвующих в слиянии с мем-
браной хозяина в конформационном состоянии в кислой среде); стеблевой субдомен (может иметь две 
или больше конформации); трансмембранный домен или субдомен (TmD) (участвует в аффинности HA к 
липидным рафтам) и цитоплазматический хвост (субдомен цитоплазматического хвоста) (Ctail) (участву-
ет в секреции НА). Глобулярная головка подразделяется на два субдомена, субдомен RB и домен оста-
точной эстеразы (E). Субдомен Е может быть частично или полностью утоплен и не достигать поверхно-
сти глобулярной головки, поэтому некоторые антитела, выработанные против HA, связываются с субдо-
меном RB. 

Термины "вирусоподобная частица" (ВЧ) или "вирусподобные частицы" означают структуры, кото-
рые подвергаются самосборке и содержат структурные белки, такие как белок HA вируса гриппа. ВЧ, как 
правило, по морфологическим и антигенным свойствам схожи с вирионами, образующимися при инфек-
ции, но в них отсутствует генетическая информация, достаточная для репликации, и по этой причине они 
неинфекционны. В некоторых примерах ВЧ могут содержать только один вид белков или несколько ви-
дов белка. В ВЧ, содержащих несколько видов белков, виды белка могут происходить из одного и того 
же вида вируса или могут содержать белок от другого вида, рода, подсемейства или семейства вирусом 
(согласно номенклатуре Международного комитета по таксономии вирусов). В других примерах один 
или несколько видов белков, содержащихся в ВЧ, могут быть модифицированы относительно последова-
тельности естественного происхождения. ВЧ можно производить в соответствующих клетках хозяина, 
включая клетки растений и насекомых. После экстракции из клетки хозяина и после выделения и даль-
нейшей очистки в соответствующих условиях ВЧ можно очистить в виде целых структур. 

ВЧ, получающиеся из белков вируса гриппа, согласно настоящему изобретению не содержат белок 
M1. Белок M1, как известно, связывает РНК (Wakefield и Brownlee, 1989), которая является контаминан-
том ВЧ. Присутствие РНК нежелательно при получении регуляторной регистрации для ВЧ-продукта, 
поэтому препарат ВЧ, не содержащий РНК, может быть более выигрышным. 

ВЧ настоящего изобретения можно производить в клетке хозяина, которая характеризуется отсут-
ствием способности к сиалилированию белков, например клетке растения, клетке насекомого, грибов и 
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других организмов, включая губки, кишечнополостных, кольчатых червей, членистоногих, моллюсков, 
круглых червей, trochelmintes, plathelminthes, щетинкочелюстные, щупальцевые гребневики, хламидии, 
спирохеты, грамположительные бактерии, цианобактерии, архебактерии или им подобные. См., напри-
мер, Glycoforum (URL:glycofomm.gr.jp/science/word/evolution/ES-A03E.html) или Gupta et al., 1999.  
Nucleic Acids Research, 27:370-372; или Toukach et al., 2007. Nucleic Acids Research 35:D280-D286; или 
URL:glycostructures.jp (Nakahara et al., 2008. Nucleic Acids Research 36:D368-D371; опубликовано онлайн 
11 октября 2007 г. doi:10.1093/NAR/gkm833). ВЧ, произведенные, как описано в данном документе, 
обычно не содержат нейраминидазу (NA). Однако NA может коэкспрессироваться с HA, если желатель-
но, чтобы ВЧ содержали HA и NA. 

ВЧ, произведенные в растении согласно некоторым аспектам настоящего изобретения, могут обра-
зовывать комплексы с липидами растительного происхождения. ВЧ могут содержать пептид НА0, HA1 
или HA2. Липиды растительного происхождения могут находиться в виде двойного липидного слоя и 
могут дополнительно содержать оболочку, окружающую ВЧ. Липиды растительного происхождения 
могут содержать липидные компоненты плазматической мембраны растения, в котором производятся 
ВЧ, включая, но не ограничиваясь этим, фосфатидилхолин (ФХ), фосфатидилэтаноламин (ФЭ),  
гликосфинголипиды, фитостеролы или их комбинацию. Липид растительного происхождения может 
иначе именоваться "растительным липидом". Примеры фитостеролов известны в данной области техни-
ки и включают, например, стигмастерол, ситостерол, 24-метилхолестерин и ходестерин - см. например, 
Mongrand et al., 2004. 

ВЧ можно исследовать в отношении структуры и размера, например, с помощью теста на гемагглю-
тинацию, электронной микроскопии или эксклюзионной хроматографии. 

При эксклюзионной хроматографии все растворимые белки можно экстрагировать из растительной 
ткани путем гомогенизации образца (Polytron) замороженного и измельченного растительного материала 
в экстрагирующем буфере и удаления нерастворимого материала с помощью центрифугирования. Также 
может быть полезной преципитация с использованием полиоксиэтиленгликоля. Растворимый белок из-
меряют и этот экстракт пропускают через колонку Sephacryl. В качестве калибровочного стандарта 
можно использовать синий декстран 2000. После хроматографии фракции можно дополнительно иссле-
довать с помощью иммуноблоттинга, чтобы определить белковый комплемент в этой фракции. 

Без намерения ограничиваться существующей теорией предполагается, что способность HA связы-
ваться с эритроцитами у различных животных зависит от аффинности HA к сиаловым кислотам α2,3 или 
α2,3 и присутствия этих сиаловых кислот на поверхности эритроцитов. HA вируса лошадиного и птичье-
го гриппа склеивают эритроциты всех из нескольких видов, включая индейку, кур, уток, морских свинок, 
человека, овец, лошадей и коров; в то время как человеческие HA будут связываться с эритроцитами ин-
дейки, кур, уток, морских свинок, человека и овец (см. также Ito Т. et al., 1997, Virology, vol. 227, p. 493-
499 и Medeiros R. et al., 2001, Virology, vol. 289, p. 74-85). Примеры видовой реактивности HA различных 
штаммов вируса гриппа представлены в табл. 2A и 2B. 
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Таблица 2A 
Виды эритроцитов, с которыми связываются HA  

некоторых сезонных штаммов гриппа 

 
Таблица 2B 

Виды эритроцитов, с которыми связываются HA  
некоторых пандемических штаммов гриппа 

 
Фрагмент или часть белка, гибридный белок или полипептид включают пептид или полипептид, 

содержащий набор аминокислот, комплементарных определенному белку или полипептиду при условии, 
что этот фрагмент при экспрессии может образовать ВЧ. Этот фрагмент может, например, содержать 
антигенный участок, участок, индуцирующий ответ на стресс, или участок, содержащий функциональ-
ный домен белка или полипептида. Этот фрагмент может также содержать участок или домен, общий 
для белков одного и того же общего семейства, или этот фрагмент может включать достаточную амино-
кислотную последовательность, которая специфически идентифицирует полноразмерный белок, от кото-
рого она происходит. 

Например, фрагмент или часть могут содержать от примерно 60 до примерно 100% длины полно-
размерного белк, или любое промежуточное значение при условии, что этот фрагмент при экспрессии 
может образовывать ВЧ, например, от примерно 60 до примерно 100%, от примерно 70 до примерно 
100%, от примерно 80 до примерно 100%, от примерно 90 до примерно 100%, от примерно 95 до при-
мерно 100% длины полноразмерного белка или любое промежуточное значение. Или же фрагмент или 
часть могут содержать от примерно 150 до примерно 500 аминокислот или любого промежуточного чис-
ла в зависимости от HA и при условии, что этот фрагмент при экспрессии может образовывать ВЧ, на-
пример фрагмент может содержать от примерно 150 до примерно 500 аминокислот или любого проме-
жуточного числа, от примерно 200 до примерно 500 аминокислот или любого промежуточного числа, от 
примерно 250 до примерно 500 аминокислот или любого промежуточного числа, от примерно 300 до 
примерно 500 аминокислот или любого промежуточного числа, от примерно 350 до примерно 500 ами-
нокислот или любого промежуточного числа, от примерно 400 до примерно 500 аминокислот или любо-
го промежуточного числа, от примерно 450 до примерно 500 аминокислот или любого промежуточного 
числа, в зависимости от HA и при условии, что этот фрагмент при экспрессии может образовывать ВЧ. 
Например, примерно 5, 10, 20, 30, 40 или 50 аминокислот или любое промежуточное число могут быть 
удалены из C-конца, N-конца или обоих C- и N-концов белка HA при условии, что этот фрагмент при 
экспрессии может образовывать ВЧ. 

Нумерация аминокислот в любой данной последовательности происходит относительно определен-
ной последовательности, однако специалист в данной области техники может без труда определить "эк-
вивалентность" определенной аминокислотной последовательности по структуре и/или последователь-
ности. Например, если шесть аминокислот на N-конце удалены при конструировании клона для кристал-
лографии, это изменит специфическую числовую идентификацию аминокислоты (например, относи-
тельно полноразмерного белка), но не изменит относительное положение аминокислоты в структуре. 

Сравнения последовательности или последовательностей можно провести с помощью алгоритма 
BLAST (Altschul et al., 1990. J. Mol. Biol. 215:403-410). Поиск BLAST позволяет сравнить данную после-
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довательность с определенной последовательностью или группой последовательностей или с большой 
библиотекой или базой (например, GenBank и GenPept) последовательностей и идентифицировать не 
только последовательности, которые проявляют 100% сходство, но и те, что имеют меньшее сходство. 
Последовательности нуклеиновых кислот или аминокислотные последовательности можно сравнить с 
помощью алгоритма BLAST. Кроме того, сходство двух или более последовательностей можно опреде-
лить путем выравнивания последовательностей и вычисления % сходства между последовательностями. 
Выравнивание можно провести с помощью алгоритма BLAST (например, согласно доступному GenBank; 
URL:ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/ с помощью стандартных параметров. Program: blastn; Database: nr; 
Expect 10; filter: default; Alignment: pairwise; Query genetic Codes: Standard (1)), или BLAST2 через EMBL 
URL:embl-heidelberg.de/Services/index.html с помощью стандартных параметров: Matrix BLOSUM62;  
Filter: default, echofilter: on, Expect: 10, cutoff: default; Strand: both; Descriptions: 50, Alignments: 50; или 
FASTA с использованием стандартных параметров), или вручную путем сравнения последовательностей 
и расчета % сходства. 

Настоящее изобретение описывает, но не ограничивается этим, клонирование нуклеиновой кисло-
ты, кодирующей HA, в растительном векторе экспрессии и производство ВЧ вируса гриппа в растении, 
пригодном для производства вакцин. Примеры таких нуклеиновых кислот включают, например, но не 
ограничиваются этим, HA вируса гриппа A/Новая Каледония/20/99 (H1N1) (например, SEQ ID NO: 61), 
подтип А/Индонезия/5/05 (H5N1) (например, SEQ ID NO: 60), А/Брисбан/59/2007 (H1N1) (например, 
SEQ ID NO: 36, 48,62), А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1) (например, SEQ ID NO: 37, 49, 63), 
А/Сингапур/1/57 (H2N2) (например, SEQ ID NO: 42, 54, 64), А/Аньхой/1/2005 (H5N1) (например,  
SEQ ID NO: 43, 55, 65), А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1) (например, SEQ ID NO: 44, 56, 66), А/Дикие ут-
ки/Гонконг/W312/97 (H6N1) (например, SEQ ID NO: 45, 57, 67), А/Гонконг/1073/99 (H9N2) (например, 
SEQ ID NO: 47, 59, 68), А/Брисбан/10/2007 (H3N2) (например, SEQ ID NO: 38, 50, 69), 
А/Висконсин/67/2005 (H3N2) (например, SEQ ID NO: 39, 51, 70), А/лошади/Прага/56 (H7N7) (например, 
SEQ ID NO: 46, 58, 71), В/Малайзия/2506/2004 (например, SEQ ID NO: 40, 52, 72)), В/Флорида/4/2006 
(например, SEQ ID NO: 41, 53, 73). Соответствующие номера клонов или конструкций для этих штаммов 
приведены в табл. 1. Последовательности нуклеиновых кислот, соответствующие последовательностям 
под номерами: 36-47, содержат пластоцианин в 3'-5'-направлении и функционально связаны с кодирую-
щей последовательностью HA для каждого из этих типов или подтипов, как проиллюстрировано на  
фиг. 28-39. Последовательности нуклеиновых кислот, соответствующие SEQ ID NO: 60-73, содержат 
кассету экспрессии HA, включающую промотор пластоцианина люцерны и 5'UTR-последовательность, 
кодирующую гемагглютинин, последовательности 3'UTR и терминатор пластоцианина люцерны, как 
проиллюстрировано на фиг. 51-64. 

ВЧ также можно использовать для производства реагентов, содержащих рекомбинантные струк-
турные белки вируса гриппа, которые подвергаются самосборке в функциональные и иммуногенные го-
мотипические макромолекулярные белковые структуры, включая субвирусные частицы вируса гриппа и 
ВЧ вируса гриппа, в трансформированных клетках хозяина, например клетках растений или клетках на-
секомых. 

Таким образом, настоящее изобретение относится к ВЧ и способу производства вирусных ВЧ в рас-
тительной системе экспрессии по экспрессии единственного белка оболочки. ВЧ могут представлять со-
бой ВЧ вируса гриппа или ВЧ, полученные из других вирусов - производных плазматической мембраны, 
включают, но не ограничиваются этим, вирусы кори, Эбола, Марбург и ВИЧ. 

Белки других вирусов, покрытых оболочкой, например, помимо прочего, филовирусов (например, 
вирус Эбола, вирус Марбург или им подобные), парамисковирусов (например, вирус кори, вирус эпиде-
мического паротита, респираторный синцитиальный вирус, пневмовирус или им подобные), ретровиру-
сов (например, вирус иммунодефицита человека-1, вирус иммунодефицита человека-2, вирус  
T-клеточного лейкоза человека-1 или им подобные), флавовирусов (например, вирус энцефалита Запад-
ного Нила, вирус лихорадки Денге, вирус гепатита С, вирус желтой лихорадки или им подобные), бунья-
вирусов (например, хантавирус или ему подобные), коронавирусов (например, коронавирус, вирус ати-
пичной пневмонии или им подобные), как известно специалисту в данной области техники, также могут 
быть использованы. Не налагающие ограничений примеры антигенов, которые могут экспрессироваться 
в вирусах - производных плазматической мембраны, включают капсидный белок ВИЧ p24, гликопротеин 
ВИЧ gp120 или gp41, белки филовируса, включая VP30 или VP35 вируса Эбола, или gp/SGP вируса Мар-
бург, или белок H, или белок F парамиксовируса кори. Например, P24 ВИЧ (например, идентификатор 
Geninfo в GenBank: 19172948) - белок, получающийся при трансляции и расщеплении последовательно-
сти gag вирусного генома ВИЧ (например, идентификатор Geninfo в GenBank: 9629357); gp 120 и gp41 
ВИЧ - гликопротеины, получающиеся при трансляции и расщеплении белка gp160 (например, идентифи-
катор Geninfo в GenBank: 9629363), кодируемого env вирусного генома ВИЧ. VP30 вируса Эбола (иден-
тификатор Geninfo в GenPept: 55770813) - белок, получающийся при трансляции последовательности 
VP30 генома вируса Эбола (например, идентификатор Geninfo в GenBank: 55770807); VP35 вируса Эбола 
(идентификатор Geninfo в GenPept:55770809) - белок, получающийся при трансляции последовательно-
сти VP35 генома вируса Эбола. Gp/SGP вируса Марбург (идентификатор Geninfo в GenPept: 296965) - 
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белок, получающийся при трансляции (последовательности) генома вируса Марбург (идентификатор 
Geninfo в GenBank: 158539108). Белок H (идентификатор Geninfo в GenPept: 9626951) - белок из после-
довательности H генома вируса кори (идентификатор Geninfo в GenBank: 9626945); белок F (идентифи-
катор Geninfo в GenPept: 9626950) - белок из последовательности F генома вируса кори. 

Однако, как будет понятно специалисту в данной области техники, для осуществления способов на-
стоящего изобретения могут быть использованы другие оболочечные белки. 

Таким образом, настоящее изобретение предлагает молекулу нуклеиновой кислоты, содержащей 
последовательность, кодирующую р24 ВИЧ, gp120 ВИЧ, gp41 ВИЧ, VP340 вируса Эбола, VP35 вируса 
Эбола, gp/SGP вируса Марбург, белок H или белок F вируса кори. Данная молекула нуклеиновой кисло-
ты может быть функционально связана с регуляторным участком, активным в клетке насекомого, дрож-
жей или растения, или в определенной растительной ткани. 

Кроме того, настоящее изобретение предлагает клонирование нуклеиновой кислоты, кодирующей 
HA, например, но не ограничиваясь этим, HA вируса гриппа человека А/Индонезия/5/05 (H5N1), в вектор 
экспрессии растения или насекомого (например, бакуловирусный вектор экспрессии) и производство 
кандидатов на вакцину от гриппа или реагентов, содержащих рекомбинантные структурные белки, кото-
рые подвергаются самосборке в функциональные и иммуногенные гомотипические макромолекулярные 
белковые структуры, включая субвирусные частицы вируса гриппа и ВЧ вируса гриппа, в трансформи-
рованных клетках растения или трансформированных клетках насекомого. 

Нуклеиновая кислота, кодирующая HA подтипов вируса гриппа, включая, но не ограничиваясь 
этим, А/Новая Каледония/20/99 (H1N1), подтипа A/Индонезия/5/05 (H5N1), А/Брисбан/59/2007 (H1N1), 
А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1), А/Сингапур/1/57 (H2N2), А/Аньхой/1/2005 (H5N1), 
А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), А/Дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1), А/Гонконг/1073/99 (H9N2), 
А/Брисбан/10/2007 (H3N2), А/Висконсин/67/2005 (H3N2), А/лошади/Прага/56 (H7N7), 
В/Малайзия/2506/2004, В/Флорида/4/2006, может быть экспрессирована, например, с помощью бакуло-
вирусной системы экспрессии в соответствующей клеточной линии, например клетках Spodoptera  
frugiperda (например, клеточной линии Sf-9; ATCC PTA-4047). Также можно использовать клеточные 
линии других насекомых. 

С другой стороны, нуклеиновая кислота, кодирующая HA, может быть экспрессирована в клетке 
растения или в растении. Нуклеиновая кислота, кодирующая HA, может быть синтезирована с помощью 
обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использованием РНК HA. Как пример, 
РНК может быть выделена из вируса гриппа человека А/Новая Каледония/20/99 (H1N1), или из вируса 
гриппа человека А/Индонезия/5/05 (H5N1), или других вирусов гриппа, например А/Брисбан/59/2007 
(H1N1), А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1), А/Сингапур/1/57 (H2N2), А/Аньхой/1/2005 (H5N1), 
А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), А/Дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1), А/Гонконг/1073/99 (H9N2), 
А/Брисбан/10/2007 (H3N2), А/Висконсин/67/2005 (H3N2), А/лошади/Прага/56 (H7N7), 
В/Малайзия/2506/2004, В/Флорида/4/2006, или из клеток, инфицированных каким-либо вирусом гриппа. 
Для обратной транскрипции и ПЦР могут быть использованы олигонуклеотидные праймеры, специфич-
ные для РНК HA, например, но не ограничиваясь этим, последовательностей вирусного HA вируса грип-
па человека А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) последовательностей HA0 вируса гриппа человека 
А/Индонезия/5/05 (H5N1), или последовательностей HA подтипов вируса гриппа А/Брисбан/59/2007 
(H1N1), А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1), А/Сингапур/1/57 (H2N2), А/Аньхой/1/2005 (H5N1), 
А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), А/Дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1), А/Гонконг/1073/99 (H9N2), 
А/Брисбан/10/2007 (H3N2), А/Висконсин/67/2005 (H3N2), А/лошади/Прага/56 (H7N7), 
В/Малайзия/2506/2004, В/Флорида/4/2006. Кроме того, нуклеиновая кислота, кодирующая HA, может 
быть химически синтезирована с помощью методик, известных специалисту в данной области техники. 

Полученные копии кДНК этих генов могут быть клонированы в соответствующий вектор экспрес-
сии согласно тому, что требуется для системы экспрессии хозяина. Примеры соответствующих векторов 
экспрессии описаны ниже или же может быть использован бакуловирусный вектор экспрессии, напри-
мер pFastBacl (InVitrogen), ведущий к образованию плазмид, основанных на pFastBacl, с использованием 
известных методик и информации, содержащейся в инструкциях производителя. 

Настоящее изобретение также предлагает генную конструкцию, содержащую нуклеиновую кисло-
ту, кодирующую HA, как описано выше, функционально связанную с регуляторным элементом, актив-
ным в растении. Примеры регуляторных элементов, активных в клетке растения и пригодных для ис-
пользования для осуществления настоящего изобретения, включают, но не ограничиваются этим, регу-
ляторный участок пластоцианина (патент США 7125978; который включен в данный документ путем 
ссылки) или регуляторный участок рибулозы-1,5-бифосфаткарбоксилазы/оксигеназы (RuBisCO; патент 
США 4962028; который включен в данный документ путем ссылки), белок, связывающий хлорофилл a/b 
(CAB; Leutwiler et al.; 1986; который включен в данный документ путем ссылки), ST-LS1 (связанный с 
выпускающим кислород комплексом фотосистемы II и описанный Stockhaus et al. 1987, 1989; который 
включен в данный документ путем ссылки). Пример регуляторного района пластоцианина - последова-
тельность, содержащая нуклеотиды 10-85 из SEQ ID NO: 36; или схожий участок любой из последова-
тельностей SEQ ID NO: 37-47. Регуляторный элемент или регуляторный участок может ускорять транс-
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ляцию нуклеотидной последовательности, с которой он функционально связан, при этом нуклеотидная 
последовательность может кодировать белок или полипептид. Другой пример регуляторного участка - 
производное нетранслируемых участков вируса мозаики коровьего гороха (CPMV), которое можно ис-
пользовать для предпочтительной трансляции нуклеотидной последовательности, с которой оно функ-
ционально связано, регуляторный участок CPMV содержит систему CMPV-HT - см., например, Sainsbury 
et al., 2008, Plant Physiology, 148: 1212-1218. 

Если эта конструкция экспрессируется в клетке насекомого, примеры регуляторных элементов, ак-
тивных в клетке насекомого, включают, но не ограничиваются этим, промотор полиэдрина (Possee and 
Howard 1987. Nucleic Acids Research 15:10233-10248), промотор gp64 (Kogan et al., 1995. J. Virology, 
69:1452-1461) и им подобные. 

Таким образом, один из аспектов настоящего изобретения предлагает нуклеиновую кислоту, со-
держащую регуляторный участок и последовательность, кодирующую HA вируса гриппа. Регуляторный 
участок может быть регуляторным элементом пластоцианина, и HA вируса гриппа может быть выбран из 
группы штаммов или подтипов вируса гриппа, включающей А/Новая Каледония/20/99 (H1N1), подтип 
А/Индонезия/5/05 (H5N1), А/Брисбан/59/2007 (H1N1), А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1), 
А/Сингапур/1/57 (H2N2), А/Аньхой/1/2005 (H5N1), А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), А/Дикие 
утки/Гонконг/W312/97 (H6N1), А/Гонконг/1073/99 (H9N2), А/Брисбан/10/2007 (H3N2), 
А/Висконсин/67/2005 (H3N2), А/лошади/Прага/56 (H7N7), В/Малайзия/2506/2004, В/Флорида/4/2006. 
Последовательности нуклеиновой кислоты, содержащие регуляторный элемент пластоцианина и HA ви-
руса гриппа, приведены в данном документе в качестве примера в последовательностях  
SEQ ID NO: 36-47. 

Известно, что бывают различия в аминокислотных последовательностях гемагглютинина вируса 
гриппа или кодирующих их нуклеиновых кислот, когда вирус гриппа культивируют в яйцах, или клетках 
млекопитающих (например, клетках MDCK), или при выделении от инфицированного субъекта. Не на-
лагающие ограничений примеры таких различий проиллюстрированы в данном документе, включая 
пример 18. Кроме того, как поймет специалист в данной области техники, дополнительные различия мо-
гут наблюдаться в гемагглютининах вируса гриппа, полученных из новых штаммов, поскольку продол-
жают происходить дополнительные мутации. Из-за известной вариабельности последовательностей раз-
личных гемагглютининов вируса гриппа настоящее изобретение включает ВЧ, которые могут быть по-
лучены с использованием любого гемагглютинина вируса гриппа при условии, что при экспрессии в 
клетке хозяина, как описано в данном документе, гемагглютинин вируса гриппа образует ВЧ. 

Выравнивание последовательностей и консенсусные последовательности можно определить с ис-
пользованием какой-либо из нескольких компьютерных программ, известных в данной области техники, 
например MULTALIN (F. CORPET, 1988, Nucl. Acids Res., 16(22), 10881-10890), или последовательности 
могут быть выровнены вручную, и между ними определены сходство и различия. 

Структура гемагглютининов хорошо изучена, и известно, что эти структуры высоко консервативны. 
При наложении структур гемагглютининов наблюдается высокая степень структурного консерватизма 
(rmsd <2A). Такой структурный консерватизм наблюдается, даже когда аминокислотная последователь-
ность меняется в некоторых положениях (см., например, Skehel and Wiley, 2000, Ann. Rev. Biochem. 
69:531-69; Vaccaro et al., 2005). Участки гемагглютининов тоже высококонсервативны, например: 

структурные домены: полипротеин HA0 расщепляется с образованием зрелого HA. HA является 
гомотримером, в котором каждый мономер содержит домен, связывающий рецептор (HA1) и якорный 
плазматический домен (HA2), связанные дисульфидной связью; N-концевые 20 остатков субъединицы 
HA2 также могут именоваться как домен или последовательность слияния HA. Также присутствует хво-
стовой участок (внутренний по отношению к мембранной оболочке). Каждый гемагглютинин содержит 
эти участки или домены. Отдельные участки или домены, как правило, консервативны по длине; 

все гемагглютинины имеют одинаковое число и положение внутри- и межмолекулярных дисуль-
фидных мостиков. Количество и положение цистеинов в аминокислотной последовательности, участ-
вующих в сети дисульфидных мостиков, среди HA сохраняется. Примеры структур, иллюстрирующих 
характеристики внутри- и межмолекулярных дисульфидных мостиков и другие консервативные амино-
кислоты и их относительное положение, описаны, например, Gamblin et al., 2004 (Science, 303:1838-
1842). Типичные структуры и последовательности включают IRVZ, IRVX, IRVT, IRVO, IRUY, 1RU7, 
имеющиеся в базе данных белков (Berman et al. 2003. Nature Structural Biology, 10:980; URL: rcsb.org); 
цитоплазматический хвост - большинство гемагглютининов - содержит 3 цистеина в консервативных 
положениях. Один или несколько из этих цистеинов могут быть пальмитоилированы в посттрансляцион-
ной модификации. 

Различия аминокислот в гемагглютининах вирусов гриппа допустимы. Эти различия объясняют но-
вые штаммы, которые постоянно выявляются. Инфекционность новых штаммов может различаться. Од-
нако сохраняется образование тримеров гемагглютининов, которые впоследствии образуют ВЧ. Таким 
образом, настоящее изобретение относится к аминокислотной последовательности гемагглютинина или 
нуклеиновой кислоте, кодирующей аминокислотную последовательность гемагглютинина, которая обра-
зует ВЧ в растении и включает известные последовательности и варианты последовательностей, которые 
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могут образоваться. 
На фиг. 65 показан пример таких известных различий. На этом рисунке отображена консенсусная 

аминокислотная последовательность (SEQ ID NO: 74) для HA следующих штаммов H1N1: 
А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) (кодируемый последовательностью SEQ ID NO: 33); 
А/Брисбан/59/2007 (H1N1) (кодируемый последовательностью SEQ ID NO: 48); 
А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1) (кодируемый последовательностью SEQ ID NO: 49) и 
SEQ ID NO: 9. X1 (положение 3) - A или V; X2 (положение 52) - D или N;  

X3 (положение 90) - K или R; X4 (положение 99) - K или T; X5 (положение 111) - Y или H;  
X6 (положение 145) - V или T; X7 (положение 154) - E или K; X8 (положение 161) -R или K;  
X9 (положение 181) - V или A; X10 (положение 203) - D или N; X11 (положение 25) - R или K;  
X12 (положение 210) - T или K; X13 (положение 225) - R или K; X14 (положение 268) - W или R;  
X15 (положение 283) - T или N; X16 (положение 290) - E или K; X17 (положение 432) - I или L;  
X18 (position 489) - N или D. 

В качестве другого примера таких различий в табл. 3 показаны выравнивание последовательностей 
и консенсусная последовательность HA А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) (кодируемого последователь-
ностью SEQ ID NO: 33), А/Брисбан/59/2007 (H1N1) (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 48), 
А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1) (кодируемого последовательностью SEQ ID NO: 49), А/Пуэрто-
Рико/8/34 (H1N1) и последовательность SEQ ID NO: 9. 

Таблица 3 
Выравнивание последовательностей и консенсусная последовательность HA  

отдельных штаммов H1N1 
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Консенсусная последовательность указывает буквами в верхнем регистре аминокислоты, общие для 

всех последовательностей в данном положении; буквы в нижнем регистре указывают аминокислоты, 
общие по крайней мере для половины или большинства последовательностей; символ ! - любая одна из I 
или V; символ $ - любая одна из L или M; символ % - любая одна из F или Y; символ # - любая одна из  
N, D, Q, E, B или Z; символ "." - отсутствие аминокислоты (например, делеция);  
X в положении 3 - любая одна из A или V; X в положении 52 - любая одна из E или N;  
X в положении 90 - K или R; X в положении 99 - T или K; X в положении 111 - любая одна из Y или H;  
X в положении 145 - любая одна из V или T; X в положении 157 - K или E; X в положении 162 - R или K; 
X в положении 182 - V или A; X в положении 203 - N или D; X в положении 205 - R или K;  
X в положении 210 - T или K; X в положении 225 - K или Y; X в положении 333 - H или деления;  
X в положении 433 - I или L; X в положении 49) - N или D. 

В качестве другого примера таких различий в табл. 4 показаны выравнивание последовательностей 
и консенсусная последовательность HA А/Аньхой/1/2005 (H5N1) (SEQ ID NO: 55), А/Вьетнам/1194/2004 
(H5N1) и А/Индонезия/5/2006 (H5N1) (SEQ ID NO: 10). 
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Таблица 4 
Выравнивание последовательностей и консенсусная последовательность HA  

отдельных штаммов H1N1 

 

 
Консенсусная последовательность указывает буквами в верхнем регистре аминокислоты, общие для 

всех последовательностей в данном положении; буквы в нижнем регистре указывают аминокислоты, 
общие по крайней мере для половины или большинства последовательностей; символ ! - любая одна из I 
или V; символ $ - любая одна из L или M; символ % - любая одна из F или Y; символ # - любая одна из N, 
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D, Q, E, B или Z; X в положении 102 - любая одна из T, V или A; X в положении 110 - любая одна из S, D 
или N; X в положении 156 - любая из S, K или T. 

Проиллюстрированные и описанные выше выравнивания и консенсусные последовательности яв-
ляются не налагающими ограничений примерами вариантов аминокислотных последовательностей HA, 
которые можно использовать в различных вариантах настоящего изобретения для производства ВЧ в 
растении. 

Нуклеиновую кислоту, кодирующую аминокислотную последовательность, можно легко  
определить, так как кодоны для каждой аминокислоты известны в данной области техники.  
Таким образом, описание аминокислотной последовательности несет идею вырожденности  
последовательностей нуклеиновых кислот, которые ее кодируют. Таким образом, настоящее  
изобретение предлагает последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей гемагглютинин  
штаммов и подтипов вируса гриппа, описанных в данном документе (например, А/Новая Каледо-
ния/20/99 (H1N1) А/Индонезия/5/2006 (H5N1), А/куры/Нью-Йорк/1995, А/серебристые чай-
ки/Делавэр/677/88 (H2N8), А/Техас/32/2003, А/кряквы/Миннесота/33/00, А/утки/Шанхай/1/2000, 
А/шилохвосты/Техас/828189/02, А/Индейки/Онтарио/6118/68(H8N4), А/утки-широконоски/Иран/G54/03, 
А/куры/Германия/N/1949 (H10N7), А/утки/Англия/56 (Н11N6), А/утки/Альберта/60/76 (H12K5), 
А/чайки/Мэриленд/704/77 (H13K6), А/кряквы/Гурьев/263/82, А/утки/Австралия/341/83 (H15N8), А/чайки 
обыкновенные/Швеция/5/99 (H16N3), В/Ли/40, С/Йоханнесбург/66, А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), 
А/Брисбан/59/2007 (H1N1), А/Соломоновы острова 3/2006 (H1N1), А/Брисбан 10/2007 (H3N2), 
А/Висконсин/67/2005 (H3N2), В/Малайзия/2506/2004, В/Флорида/4/2006, А/Сингапур/1/57 (H2N2), 
А/Аньхой/1/2005 (H5N1), А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), А/дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1), 
А/лошади/Прага/56 (H7N7), А/Гонконг/1073/99 (H9N2)), а также вырожденные последовательности, ко-
торые кодируют вышеуказанные гемагглютинина. 

Кроме того, аминокислотную последовательность, кодируемую нуклеиновой кислотой,  
можно легко определить, так как кодон или кодоны для каждой аминокислоты известны.  
Таким образом, описание нуклеиновой кислоты отражает аминокислотную последовательность, которую 
она кодирует. Таким образом, настоящее изобретение предлагает аминокислотные последовательности 
гемагглютинина штаммов и подтипов вируса гриппа, описанные в данном документе (например, 
А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) А/Индонезия/5/2006 (H5N1), А/куры/Нью-Йорк/1995, А/серебристые 
чайки/Делавэр/677/88 (H2N8), А/Техас/32/2003, А/кряквы/Миннесота/33/00, А/утки/Шанхай/1/2000, 
А/шилохвосты/Техас/828189/02, А/Индейки/Онтарио/6118/68 (H8N4), А/утки-широконоски/Иран/G54/03, 
А/куры/Германия/N/1949(H10N7), А/утки/Англия756 (Н11N6), А/утки/Альберта/60/76 (H12K5), 
А/чайки/Мэриленд/704/77(H13N6), А/кряквы/Гурьев/263/82, А/утки/Австралия/341/83 (H15N8), А/чайки 
обыкновенные/Швеция/5/99(H16N3), В/Ли/40, С/Йоханнесбург/66, А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), 
А/Брисбан/59/2007 (H1N1), А/Соломоновы острова 3/2006 (H1N1), А/Брисбан 10/2007 (H3N2), 
А/Висконсин/67/2005 (H3N2), В/Малайзия/2506/2004, В/Флорида/4/2006, А/Сингапур/1/57 (H2N2), 
А/Аньхой/1/2005 (H5N1), А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), А/дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1), 
А/лошади/Прага/56 (H7N7), А/Гонконг/1073/99 (H9N2)). 

В растениях ВЧ вируса гриппа отпочковываются от плазматической мембраны (см. пример 5 и  
фиг. 19), поэтому липидный состав ВЧ отражает их происхождение. ВЧ, производящиеся согласно на-
стоящему изобретению, включают HA одного или нескольких типов или подтипов вируса гриппа, обра-
зующие комплексы с липидами растительного происхождения. Растительные липиды могут стимулиро-
вать специфические иммунные клетки и усиливать вызванный иммунный ответ. Растительные липиды 
состоят из липидов, фосфатидилхолина (ФХ) и фосфатидилэтаноламина (ФЭ), а также содержат гликос-
финголипиды, сапонины и фитостеролы. Кроме того, в плазматических мембранах растений также обна-
ружены липидные рафты - эти микродомены обогащены сфинголипидами и стеролами. У растений из-
вестны различные фитостеролы, включая стигмастерол, ситостерол, 24-метилхолестерин и холестерин 
(Mongrand et al., 2004). 

ФХ и ФЭ так же, как гликосфинголипиды, могут связываться с молекулами CD1, экспрессируемы-
ми иммунными клетками млекопитающих, такими как антигенпредставляющие клетки (АПК), подобные 
дендритным клеткам или макрофагам, и другие клетки, включая B- и T-лимфоциты в тимусе и печени 
(Tsuji M., 2006). Молекулы CD1 структурно схожи с молекулами главного комплекса гистосовместимо-
сти (ГКГС) класса I, и их роль заключается в представлении гликолипидных антигенов NKT-клеткам 
(естественным киллерным T-клеткам). После активации NKT-клетки активируют клетки неспецифиче-
ской иммунной системы, такие как NK-клетки и дендритные клетки, а также клетки адаптивной иммун-
ной системы, такие как B-клетки, вырабатывающие антитела, и T-клетки. 

В плазматической мембране можно обнаружить различные фитостеролы - специфический компле-
мент может различаться в зависимости от вида, условий роста, источников питания или состояния пато-
генного микроорганизма среди прочих факторов. Как правило, бета-ситостерол - встречающийся в наи-
больших количествах фитостерол. 

Фитостеролы, содержащиеся в ВЧ вируса гриппа в виде комплекса с двойным липидным слоем, та-
ким как оболочка - производное плазматической мембраны, могут обеспечивать преимущества вакцин-
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ной композиции. Без ограничений существующей теорией считается, что ВЧ, формирующиеся в расте-
ниях и образующие комплекс с двойным липидным слоем, таким как оболочка - производное плазмати-
ческой мембраны, могут вызывать более выраженный иммунный ответ, чем ВЧ, полученные в других 
системах экспрессии, и могут вызывать иммунный ответ, схожий с таковым после иммунизации живой 
или аттенуированной вакциной из целого вируса. 

Таким образом, в нескольких вариантах осуществления настоящее изобретение предлагает ВЧ, об-
разующие комплексы с двойным липидным слоем растительного происхождения. В некоторых вариан-
тах двойной липидный слой растительного происхождения может содержать оболочку ВЧ. 

ВЧ, продуцируемые в растении, могут включать HA, содержащий специфичные для растения  
N-гликаны. Таким образом, настоящее изобретение также относится к ВЧ, содержащей HA, включаю-
щий N-гликаны, специфичные для растения. 

Кроме того, известны модификации N-гликана в растениях (см., например, патент США 60/944344; 
который включен в данный документ путем ссылки), и можно получить HA, содержащий модифициро-
ванные N-гликаны. Можно получить HA, характеризующийся модифицированным типом гликозилиро-
вания, например, со сниженным содержанием фукозилированных, ксилозилированных или тех или дру-
гих N-гликанов, или HA, характеризующийся модифицированным типом гликозилирования, где в белке 
отсутствует фукозилирование, ксилозилирование или то или другое повышенное галактозилирование. 
Кроме того, воздействие на посттрансляционные модификации, например добавление концевой галакто-
зы, может вести к снижению фукозилирования и ксилозилирования экспрессированного HA при сравне-
нии с растением дикого типа, экспрессирующим HA. 

Например, без наложения ограничений, синтез HA, имеющего измененный тип гликозилирования, 
можно осуществить путем коэкспрессии нужного белка вместе с нуклеотидной последовательностью, 
кодирующей бета-1,4-галактозихтрансферазу (GaIT), например, но не ограничиваясь этим, GaIT млеко-
питающих, или GaIT человека, хотя можно использовать и GaIT из другого источника. Каталитический 
домен GaIT также можно слить с доменом CTS (т.е. цитоплазматическим хвостом, трансмембранным 
доменом, стеблевым участком) N-ацетилглюкозаминилтрансферазы (GNT1) с получением гибридного 
фермента GNT1-GaIT, и этот гибридный фермент можно коэкспрессировать с HA. Также HA можно ко-
экспрессировать вместе с нуклеотидной последовательностью, кодирующей N-ацетилглюкозаминил-
трансферазу IH (GnT-III), например, но не ограничиваясь этим, GnT-III млекопитающих или GnT-III че-
ловека, также можно использовать GnT-III из других источников. Кроме того, можно использовать гиб-
ридный фермент GNT1-GnT-III, содержащий CTS GNT1, слитый с GnT-III. 

Таким образом, настоящее изобретении также включает ВЧ, содержащие HA, в котором имеются 
модифицированные N-гликаны. 

Без намерения привязки к существующей теории считается, что присутствие растительных  
N-гликанов на HA может стимулировать иммунный ответ, способствуя связыванию HA антигенпред-
ставляющими клетками. Стимуляция иммунного ответа с использованием растительного N-гликана 
предложена Saint-Jore-Dupas et al. (2007). Кроме того, конформация ВЧ может оказаться преимуществен-
ной для представления антигена и усиливать адъювантный эффект ВЧ при объединении в комплекс с 
липидным слоем растительного происхождения. 

Термины "регуляторный участок", "регуляторный элемент" или "промотор" обычно, но не всегда, 
означают часть молекулы нуклеиновой кислоты, которая расположена перед участком гена, кодирующе-
го белок, и которая может содержать ДНК или РНК или одновременно ДНК и РНК. Когда регуляторный 
участок активен и функционально связан с нужным геном, это может приводить к экспрессии этого нуж-
ного гена. Регуляторный элемент может быть способен к опосредованной роли в специфичности органа 
или регуляции развития или временной активации гена. "Регуляторный участок" включает элементы 
промотора, при этом основные элементы промотора обладают базальной промоторной активностью, 
элементы, которые индуцируются в ответ на внешний стимул, элементы, которые опосредуют промо-
торную активность, такую как негативные регуляторные элементы или энхансеры транскрипции. "Регу-
ляторный участок" согласно употреблению в данном документе также включает элементы, которые ак-
тивны после транскрипции, например регуляторные элементы, которые модулируют экспрессию генов, 
такие как энхансеры трансляции и транскрипции, репрессоры трансляции и транскрипции, активирую-
щие последовательности в 3'-5'-направлении и детерминанты нестабильности мРНК. Несколько из этих 
последних элементов могут локализоваться проксимально от кодирующего участка. 

В рамках данного описания термин "регуляторный элемент" или "регуляторный участок", как пра-
вило, относится к последовательности ДНК, обычно, но не всегда, расположенной перед (5') кодирую-
щей последовательностью структурного гена, которая регулирует экспрессию кодирующей области за 
счет распознавания РНК-полимеразы и/или других факторов, необходимых для начала транскрипции на 
определенном участке. Однако следует учитывать, что другие последовательности нуклеотидов, распо-
ложенные в интронах или в направлении 3' от данного участка, могут также участвовать в регулировании 
экспрессии целевой кодирующей области. Примером регуляторного элемента, осуществляющего распо-
знавание РНК-полимеразы или других факторов транскрипции, что обеспечивает ее начало на конкрет-
ном участке, является элемент промотора. Многие, но не все регуляторные элементы эукариотов содер-
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жат TATA-бокс - консервативную последовательность нуклеиновой кислоты, состоящую из пар азоти-
стых оснований аденозин и тимидин, обычно расположенных приблизительно за 25 пар оснований до 
сайта начала транскрипции. Элемент промотора представляет собой основной элемент промотора, ответ-
ственный за инициирование транскрипции, а также другие регуляторные элементы (перечисленные вы-
ше), модифицирующие экспрессию генов. 

Существует несколько типов регуляторных участков, в том числе активные в ходе развития, инду-
цируемые или конститутивные. Регуляторный участок, активный в ходе развития или управляющий 
дифференциальной экспрессией гена, активируется в определенных органах или тканях органа в опреде-
ленные моменты времени в процессе развития данного органа или ткани. Тем не менее, некоторые регу-
ляторные участки, которые активны в ходе развития, могут быть лишь предпочтительно активны в опре-
деленных органах или тканях на определенных стадиях развития, при этом проявляя активность либо в 
ходе развития, либо на базовом уровне в других органах или тканях растения. Примерами тканеспеци-
фических регуляторных участков, например see-специфических регуляторных участков, являются про-
мотор напина и промотор круциферина (Rask et al., 1998, J. Plant. Physiol. 152:595-599; Bilodeau et al., 
1994, Plant Cell, 14:125-130). Примером промотора, специфического для листьев, является промотор пла-
стоцианина (фиг. 1b или SEQ ID NO: 23), (US 7125978, включен в данный документ посредством  
ссылки). 

Индуцируемым является регуляторный участок, который способен прямо или косвенно активиро-
вать транскрипцию одной или более последовательности ДНК или гена под действием индуктора. В от-
сутствие индуктора транскрипция последовательности ДНК или гена не происходит. Как правило, бел-
ковый фактор, который специфически связывается с индуцируемым регуляторным участком для актива-
ции транскрипции, может присутствовать в неактивной форме, которая затем прямо или косвенно пре-
вращается в активную под воздействием индуктора. Однако белковый фактор может и отсутствовать. В 
качестве индуктора может служить химический агент, такой как белок, метаболит, регулятор роста, гер-
бицид или производное фенола, а также физиологический стресс, оказываемый прямо при воздействии 
тепла, холода, соли или токсичных элементов или косвенно при воздействии патогенного микроорганиз-
ма или болезнетворного агента, например, вируса. Воздействие индуктора на клетку растения, содержа-
щую индуцируемый регуляторный участок, осуществляется при внешнем воздействии на растение или 
клетку, например обрызгивание, полив, нагревание и т.п. Индуцируемые регуляторные элементы могут 
быть получены из растительных или нерастительных генов (например, Gatz, C. and Lenk, I.R.P., 1998, 
Trends Plant Sci. 3, 352-358; включен посредством ссылки). Примеры возможных индуцируемых промо-
торов (без ограничения) - индуцируемый тетрациклином промотор (Gatz, C., 1997, Ann. Rev. Plant 
Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 89-108; включен посредством ссылки), индуцируемый стероидами промотор 
(Aoyama, T. and Chua, N.H., 1997, Plant J. 2, 397-404; включен посредством ссылки) и индуцируемый эта-
нолом промотор (Salter, M.G., et al., 1998, Plant. Journal, 16, 127-132; Caddick, M.X., et al., 1998, Nature  
Biotech. 16, 177-180, включены посредством ссылки), гены IB6 и CKI1, индуцируемые цитокинином 
(Brandstatter, I. and Kieber, J.J., 1998, Plant Cell. 10, 1009-1019; Kakimoto, T., 1996, Science, 274, 982-985; 
включены посредством ссылки) и индуцируемый ауксином элемент DR5 (Ulmasov, T., et al., 1997, Plant 
Cell. 9,1963-1971; включен посредством ссылки). 

Конститутивный регуляторный участок управляет экспрессией гена по всему растению и в течение 
всего периода развития. Примерами известных конститутивных регуляторных элементов являются про-
моторы, связанные с транскриптом CaMV 35S (Odell et al., 1985, Nature, 313:810-812), гены актина 1 риса 
(Zhang et al., 1991, Plant Cell, 3:1155-1165), актина 2 риса (An et al., 1996, Plant J., 10:107-121), тропомио-
зина 2 (U.S. 5428147, включен в данный документ посредством ссылки) и триозофосфатизомеразы 1 (Xu 
et. al., 1994, Plant Physiol. 106:459-467), ген убиквитина кукурузы 1 (Cornejo et al., 1993, Plant Mol. Biol. 
29:637-646), гены убиквитина Arabidopsis 1 и 6 (Holtorf et al., 1995, Plant Mol. Biol. 29:637-646) и ген фак-
тора инициации трансляции табака 4A (Mandel et al., 1995, Plant Mol. Biol. 29:995-1004). В данном доку-
менте термин "конститутивный" не означает, что экспрессия гена под управлением конститутивного ре-
гуляторного участка непременно осуществляется на одном и том же уровне во всех типах клеток, но экс-
прессия осуществляется в широком интервале типов клеток, хотя часто на разных уровнях. Конститу-
тивные регуляторные элементы могут быть связаны с другими последовательностями для дальнейшего 
усиления транскрипции и/или трансляции нуклеотидной последовательности, с которой они оперативно 
связаны. Например, система CPMV-HT (Sainsbury et al., 2008, Plant Physiology, 148:1212-1218) получает-
ся из нетранслируемых областей вируса мозаики коровьего гороха (CPMV) и характеризуется усиленной 
трансляцией связанной кодирующей последовательности. 

Под словом "нативный" подразумевается, что аминокислотная последовательность или последова-
тельность нуклеиновой кислоты существуют в природе или соответствуют "дикому типу". 

Термин "оперативно связанный" подразумевает, что определенные последовательности, например 
регуляторный элемент и целевая кодирующая область, прямо или косвенно взаимодействуют для осуще-
ствления заданной функции, такой как опосредование или модуляция экспрессии генов. Взаимодействие 
оперативно связанных последовательностей может, например, быть опосредовано белками, которые 
взаимодействуют с оперативно связанными последовательностями. 
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Экспрессия одной или более одной последовательности нуклеотидов согласно настоящему изобре-
тению может происходить в любом приемлемом растении-хозяине, трансформированном последова-
тельностью нуклеотидов, конструкцией или вектором в соответствии с настоящим изобретением. К та-
ким хозяевам относятся (без ограничения) сельскохозяйственные культуры, в том числе люцерна, рапс 
канола, Brassica spp., кукуруза, Nicotiana spp., люцерна, картофель, женьшень, горох, овес, рис, соя, пше-
ница, ячмень, подсолнечник, хлопчатник и т.п. 

Одна или более химерная генетическая конструкция согласно настоящему изобретению может так-
же содержать 3'-нетранслируемую область (3'HTO); 3'-нетранслируемая область - часть гена, включаю-
щая сегмент ДНК, который содержит сигнал полиаденилирования и другие регуляторные сигналы, спо-
собные влиять на процессинг мРНК или экспрессию генов. Сигнал полиаденилирования обычно способ-
ствует присоединению треков полиадениловой кислоты к 3'-концу прекурсора мРНК. Сигналы полиаде-
нилирования распознаются по наличию гомологии с канонической формой 5'-AATAAA-3', хотя нередки 
вариации. Одна или несколько химерных генетических конструкций в соответствии с настоящим изобре-
тением могут также содержать дополнительные энхансеры - энхансеры трансляции или транскрипции, 
по необходимости. Такие энхансерные участки хорошо известны специалистам в данной области, они 
могут содержать АТГ-кодон инициации и ближайшие последовательности. Кодон инициации должен 
находится в фазе с рамкой считывания кодирующей последовательности для осуществления трансляции 
всей последовательности. 

Неограничивающими примерами подходящих 3'-областей являются нетранслируемые 3'-области 
транскрипции, содержащие сигнал полиаденилирования опухолеиндуцирующих (Ti) плазмидных генов 
Agrobacterium, например нопалинсинтазы (Nos-ген), и гены растений, такие как гены белков хранения 
сои и ген малой субъединицы рибулозо-1,5-бисфосфат-карбоксилазы (ssRUBISCO; патент США 
4962028; включен в данный документ посредством ссылки), промотор, используемый при регулировании 
экспрессии пластоцианина (Pwee и Gray 1993; включен в данный документ посредством ссылки). При-
мер промотора пластоцианина описан в патенте США 7125978 (включен в данный документ посредст-
вом ссылки). 

В настоящем документе промоторы, содержащие энхансерные последовательности с доказанной 
эффективностью при экспрессии в листьях, показали также свою эффективность и при временной (тран-
зиентной) экспрессии. Не желая ограничиваться конкретной теорией, полагают, что присоединение пре-
дыдущих регуляторных элементов гена фотосинтеза к ядерной матрице может служить медиатором ин-
тенсивной экспрессии. Например, участок до -784 от сайта начала трансляции гена пластоцианина гороха 
может служить медиатором интенсивной экспрессии гена-репортера. 

Для улучшения идентификации трансформированных клеток растения конструкции согласно на-
стоящему изобретению можно далее модифицировать, включая селектируемые маркеры растений. К по-
лезным селектируемым маркерам относятся ферменты, обеспечивающие устойчивость к химическим 
агентам, таким как антибиотики, например гентамицин, гигромицин, канамицин, или гербициды, напри-
мер фосфинотрицин, глифосат, хлорсульфурон и т.п. Аналогичную роль могут играть ферменты, обра-
зующие соединение, которое обнаруживается по изменению цвета, например GUS (бета-глюкуронидаза), 
или по люминесценции, например люцифераза или GFP (зеленый фосфоресцирующий белок). 

Еще одним компонентом настоящего изобретения являются трансгенные растения, клетки или се-
мена растений, содержащие конструкцию химерного гена в соответствии с настоящим изобретением. 
Способы регенерации целого растения из его клеток также известны в данной области. В общем случае 
трансформированные клетки растения культивируют в соответствующей среде, возможно содержащей 
селективные агенты, такие как антибиотики, при этом селектируемые маркеры способствуют идентифи-
кации трансформированных растительных клеток. После образования каллюса формирование ростков 
стимулируют действием соответствующих растительных гормонов известными способами, затем ростки 
переносят в субстрат для регенерации растения. Далее растения могут служить для производства после-
дующих генераций либо из семян, либо методами вегетативного размножения. Трансгенные растения 
также могут быть получены без использования культур тканей. 

Еще одним компонентом настоящего изобретения являются трансгенные растения, деревья, дрож-
жи, бактерии, грибы, клетки насекомых и животных, содержащие конструкцию химерного гена, пред-
ставляющую собой нуклеиновую кислоту, кодирующую рекомбинантные HA0 для получения ВЧ в соот-
ветствии с настоящим изобретением. 

Регуляторные элементы настоящего изобретения можно комбинировать с целевой кодирующей об-
ластью для экспрессии в ряде организмов-хозяев, пригодных для трансформации или временной экс-
прессии. К таким организмам относятся, без ограничения, растения, как однодольные, так и двудольные, 
например, без ограничения, кукуруза, зерновые растения, пшеница, ячмень, овес, Nicotiana spp, Brassica 
spp, соя, бобы, горох, люцерна, картофель, томат, женьшень и Arabidopsis. 

Способы стабильной трансформации и регенерации указанных организмов хорошо разработаны в 
данной области и известны специалистам. Способ получения трансформированного и регенерированного 
растения не является принципиальным в отношении настоящего изобретения. 
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Под "трансформацией" понимается стабильный межвидовой перенос генетической информации 
(последовательности нуклеотидов), который проявляется в генотипе и/или в фенотипе. Межвидовой пе-
ренос генетической информации от химерной конструкции к хозяину может быть наследуемым, тогда 
перенос генетической информации считается стабильным, либо перенос может быть транзиентным (вре-
менным), тогда перенос генетической информации не наследуется. 

Понятие "растительное вещество" означает любой материал, полученный из растения. Раститель-
ным веществом может быть растение полностью, ткань, клетки или любая их часть. Далее, растительное 
вещество может включать внутриклеточные компоненты растения, внеклеточные компоненты растения, 
жидкие или твердые экстракты растения либо их комбинацию. Далее, растительное вещество может 
представлять собой растение, клетки или ткани растения, жидкий экстракт (или их комбинацию) из ли-
стьев, стеблей, плодов, корней растения или их комбинацию. Растительное вещество может быть расте-
нием или его частью, которые не подвергались ни одной стадии переработки. Часть растения может иг-
рать роль растительного вещества. Однако возможно также, что растительное вещество прошло стадии 
минимальной переработки, которые раскрыты ниже, либо более жесткой переработки, к которой может 
относиться частичная или значительная очистка белка обычными методами, известными в данной облас-
ти, к которым относятся (без ограничения) хроматография, электрофорез и т.п. 

Понятие "минимальная переработка" относится к растительному веществу, например к растению 
или части растения, содержащему целевой белок, которое было частично очищено с получением экс-
тракта, гомогената, фракции гомогената растения и т.п. (т.е. минимально переработано). Частичная очи-
стка может представлять собой (без ограничения) нарушение клеточной структуры растения, приводя-
щее к образованию композиции, содержащей растворимые компоненты растения, и нерастворимых ком-
понентов растения, которые можно разделить, например (без ограничения), центрифугированием, 
фильтрованием или их сочетанием. При этом белки, секретированные в межклеточном пространстве ли-
ста или другой ткани, можно легко выделить вакуумной или центробежной экстракцией, либо провести 
экстракцию тканей под давлением, пропуская их через валки, измельчая и т.п., чтобы выжать или выде-
лить белок из межклеточного пространства. Минимальная переработка может также подразумевать при-
готовление первичного экстракта растворимых белков, так как указанные препараты будут содержать 
пренебрежимо малое количество примесей из вторичных растительных продуктов. Далее, минимальная 
переработка может подразумевать экстракцию растворимого белка из листьев в водную фазу с после-
дующим осаждением любой приемлемой солью. К другим методам относятся мацерация и жидкостная 
экстракция в крупных масштабах, что позволяет непосредственное использование экстракта. 

Растительное вещество в виде растительного материала или ткани может быть пригодно для перо-
рального применения у субъекта. Растительное вещество можно принимать в составе добавки к  
рациону - вместе с пищей или в капсулах. Можно провести концентрирование растительного вещества 
или ткани для улучшения или повышения его съедобности либо объединить с другими материалами, 
ингредиентами или фармацевтическими наполнителями, по необходимости. 

Примерами субъектов или целевых организмов, куда предполагается введение ВЧ настоящего изо-
бретения, являются, без ограничения, человек, приматы, птицы, водоплавающие птицы, перелётные пти-
цы, перепелки, утки, гуси, домашние птицы, куры, свиньи, овцы, лошади, кони, верблюды, псовые, соба-
ки, кошачьи, кошки, тигры, леопарды, циветты, норки, каменные куницы, хорьки, комнатные животные, 
домашний скот, кролики, мыши, крысы, морские свинки или другие грызуны, тюлени, киты и т.д. Такие 
целевые организмы приведены как примеры и не ограничивают область применения настоящего изобре-
тения. 

Предусматривается, что растение, содержащее целевой белок либо экспрессирующее ВЧ, содержа-
щие целевой белок, можно вводить в организм субъекта или целевой организм разными способами, в 
зависимости от надобности и ситуации. Например, целевой белок, полученный из растения, можно экст-
рагировать перед использованием в неочищенном, частично очищенном или очищенном виде. Если 
предполагается очистка белка, то его получение может осуществляться в съедобном либо несъедобном 
растении. Далее, при пероральном введении белка растительная ткань может быть собрана для непосред-
ственного употребления субъектом, либо собранную растительную ткань можно предварительно высу-
шить и только затем употреблять, либо животные могут поедать растения на корню без предварительно-
го сбора урожая. В рамках данного изобретения собранные ткани растений могут также применяться в 
составе пищевой добавки к корму животных. Если животные поедают растительную ткань после незна-
чительной переработки или вообще без нее, то предпочтительно, чтобы данная растительная ткань была 
съедобной. 

В ограничении экспрессии трансгенов в растениях может принимать участие посттранскрипцион-
ный сайленсинг генов (PTGS), а коэкспрессия супрессора сайленсинга из вируса картофеля Y  
(HcPro) может быть использована для противодействия специфической деградации трансгенных мРНК 
(Brigneti et al., 1998). Другие супрессоры сайленсинга хорошо известны в данной области и могут приме-
няться, как описано в данном документе (Chiba et al., 2006, Virology 346:7-14; включен в данный доку-
мент посредством ссылки), например, это (без ограничения) - TEV-p1/HC-Pro (вирус гравировки табака-
p1/Hc-Pro), BYV-p21, p19 вируса кустистой карликовости томата (TBSV p19), капсидный белок вируса 
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скрученности томата (TCV -CP), 2b вируса огуречной мозаики (CMV-2b), p25 вируса картофеля X  
(PVX-p25), p11 вируса картофеля M (PVM-p11), p11 вируса картофеля S (PVS-p11), p16 вируса ожога 
черники (BScV-p16), р23 вируса тристецы цитрусовых (CTV-p23), p24 вируса скручивания листьев вино-
града-2 (GLRaV-2-p24), p10 вируса винограда A (GVA-p10), p14 вируса винограда B (GVB-p14), p10 ла-
тентного вируса борщевика (HLV-p10) или р16 обыкновенного латентного вируса чеснока (GCLV-p16). 
Таким образом, дополнительное увеличение образования белка в растении достигается при коэкспрессии 
супрессора сайленсинга, например (без ограничения), HcPro, TEV-p1/HC-Pro, BYV-p21, TBSV p19, TCV-
CP, CMV-2b, PVX-p25, PVM-p11, PVS-p11, BScV-p16, CTV-p23, GLRaV-2 p24, GBV-p14, HLV-p10, 
GCLV-p16 или GVA-p10, одновременно с последовательностью нуклеиновой кислоты, кодирующей це-
левой белок. 

Далее, возможно получение ВЧ, представляющих собой комбинацию подтипов HA. Например, ВЧ 
могут содержать один или более одного HA подтипов H1, H2, H3, Н4, H5, H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, 
H13, H14, H15, H16, тип B или их комбинацию. Выбор комбинации HA определяется предполагаемой 
областью применения вакцины на основе ВЧ. Например, вакцина, предназначенная для вакцинации 
птиц, может содержать любую комбинацию подтипов HA, в то время как ВЧ, предназначенные для вак-
цинации людей, могут содержать один или более одного из подтипов H1, H2, H3, H5, H6, H7, H9 или B. 
Тем не менее, возможно приготовление и других комбинаций подтипов HA, в зависимости от области 
применения ВЧ. Для получения ВЧ, содержащих комбинации подтипов HA, желаемые подтипы HA мо-
гут быть получены при коэкспрессии в одной и той же клетке, например в клетке растения. 

Далее, ВЧ, полученные, как описано в настоящем документе, не содержат нейраминидазу (NA). Тем 
не менее, если требуются ВЧ, содержащие HA и NA, возможна коэкспрессия NA с HA. 

В связи с этим в настоящем изобретении также предлагается соответствующий вектор, включаю-
щий химерную конструкцию, пригодную для использования в системах стабильной либо временной экс-
прессии. Генетическая информация может быть заключена в одной или нескольких конструкциях. На-
пример, последовательность нуклеотидов, кодирующая целевой белок, может быть введена в виде одной 
конструкции, а вторая нуклеотидная последовательность, кодирующая белок, который модифицирует 
тип гликозилирования целевого белка, может быть введена как отдельная конструкция. Указанные нук-
леотидные последовательности могут быть получены при коэкспрессии в растении. Можно использовать 
также конструкцию, содержащую нуклеотидную последовательность, кодирующую как целевой белок, 
так и белок, который модифицирует тип гликозилирования целевого белка. В этом случае последова-
тельность нуклеотидов будет содержать первый участок, соответствующий первой последовательности 
нуклеиновой кислоты, кодирующей целевой белок, оперативно связанный с промотором или регулятор-
ным участком, и второй участок, соответствующий второй последовательности нуклеиновой кислоты, 
кодирующей белок, который модифицирует тип гликозилирования целевого белка, при этом второй уча-
сток оперативно связан с промотором или регуляторным участком. 

Под "коэкспрессией" понимается экспрессия двух или нескольких последовательностей нуклеоти-
дов, происходящая в растении примерно в одно и то же время, причем в одной и той же ткани растения. 
Однако экспрессия нуклеотидных последовательностей необязательно осуществляется строго одновре-
менно. Более точно, экспрессия двух или нескольких нуклеотидных последовательностей должна осуще-
ствляться таким образом, чтобы кодированные продукты имели возможность взаимодействовать. На-
пример, экспрессия белка, который модифицирует тип гликозилирования целевого белка, может прохо-
дить ранее, чем экспрессия целевого белка либо одновременно с ней, чтобы было возможно модифици-
рование типа гликозилирования целевого белка. Коэкспрессия двух или нескольких нуклеотидных по-
следовательностей может иметь место в системе временной экспрессии, при этом две или несколько по-
следовательностей вводят в растение приблизительно одновременно в условиях, при которых происхо-
дит экспрессия обеих последовательностей. Альтернативой является временная или стабильная транс-
формация растения-платформы, содержащего одну из нуклеотидных последовательностей, например 
участок, кодирующий белок, который модифицирует тип гликозилирования целевого белка, добавлени-
ем дополнительного участка, кодирующего целевой белок. В этом случае экспрессия участка, кодирую-
щего белок, который модифицирует тип гликозилирования целевого белка, может осуществляться в же-
лаемой ткани, на желаемой стадии развития либо указанную экспрессию можно вызвать с помощью ин-
дуцируемого промотора, при этом экспрессия дополнительного участка, кодирующего целевой белок, 
осуществляется в аналогичных условиях в той же ткани, что обеспечивает коэкспрессию указанных уча-
стков. 

Конструкции в соответствии с настоящим изобретением можно вводить в клетки растения с помо-
щью Ti плазмид, Ri плазмид, вирусов-векторов растений, прямой трансформации ДНК, микроинъекции, 
электропорации, инфильтрации и т.д. Обзор таких методов можно найти, например, в работах Weissbach 
and Weissbach, Methods for Plant Molecular Biology, Academy Press, Нью-Йорк VIII, p. 421-463 (1988); 
Geierson and Corey, Plant Molecular Biology, 2nd ed. (1988); Miki and Iyer, Fundamentals of Gene Transfer in 
Plants. In Plant Metabolism, 2nd ed. D.T. Dennis, D.H. Turpin, D.D. Lefebrve, D.B. Layzell (Ed.),  
Addison-Wesley, Langmans Ltd. London, p. 561-579 (1997). К другим методам относятся прямая абсорбция 
ДНК, применение липосом, электропорация, например, с помощью протопластов, микроинъекций, мик-
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роснарядов или вискеров, а также вакуумная инфильтрация. См., например, работы Bilang, et al. (Gene, 
100:247-250 (1991), Scheid, et al. (Mol. Gen. Genet. 228:104-112, 1991), Guerche, et al. (Plant Science, 
52:111-116, 1987), Neuhause, et al. (Theor. Appl Genet. 75:30-36, 1987), Klein, et al., Nature, 327:70-73 
(1987); Howell, et al. (Science, 208:1265, 1980), Horsch, et al. (Science, 227:1229-1231, 1985), DeBlock, et al., 
Plant Physiology, 91:694-701, 1989), Methods for Plant Molecular Biology (Weissbach and Weissbach, ред., 
Academic Press Inc., 1988), Methods in Plant Molecular Biology (Schuler and Zielinski, ред., Academic Press 
Inc., 1989), Liu and Lomonossoff (J. Virol Meth, 105:343-348, 2002), патенты США № 4945050; 5036006; 
5100792; 6403865; 5625136 (все документы включены в данный документ посредством ссылки)/ 

Для экспрессии конструкций в соответствии с настоящим изобретением пригодны методы времен-
ной экспрессии (см. Liu and Lomonossoff, 2002, Journal of Virological Methods, 105:343-348; включен в 
данный документ посредством ссылки). Кроме того, применим метод временной экспрессии на основе 
вакуума, описанный в работе Kapila et al. 1997 (включен посредством ссылки). Указанные методы могут 
включать, например (без ограничения), методы агроинокуляции или агроинфильтрации; применимы 
также и другие транзиентные методы, как указано выше. Согласно способам агроинокуляции или агро-
инфильтрации смесь агробактерий (Agrobacteria), содержащих заданную нуклеиновую кислоту, вводится 
в межклеточное пространство ткани, например в листья, надземную часть растения (стебель, листья, цве-
ток), другую часть растения (стебель, корень, цветок) или все растение. После перехода через эпидермис 
агробактерий инфицируют копии т-ДНК и переносят их в клетки. Эписомная транскрипция т-ДНК и 
трансляция м-РНК приводят к продукции целевого белка в инфицированных клетках, тем не менее, про-
никновение т-ДНК внутрь ядра является временным. 

Если целевая нуклеотидная последовательность кодирует продукт, который прямо или косвенно 
токсичен для растения, то при использовании способа настоящего изобретения такая токсичность может 
быть снижена проведением селективной экспрессии целевой нуклеотидной последовательности в вы-
бранной ткани или на выбранной стадии развития растения. Кроме того, ограниченное время экспрессии, 
связанное с ее временным характером, может снизить ее влияние при образовании токсичного продукта 
в растении. Для селективного управления экспрессией целевой последовательности можно использовать 
индуцируемый промотор, тканеспецифический промотор или клеточно-специфический промотор. 

Рекомбинантные ВЧ HA согласно настоящему изобретению можно применять в сочетании с суще-
ствующими вакцинами против гриппа для дополнения вакцин, придания им более высокой эффективно-
сти, а также для снижения необходимой дозы. Специалисту в данной области известно, что вакцина мо-
жет быть направлена против одного или более одного вируса гриппа. Примеры пригодных вакцин вклю-
чают, без ограничения, имеющиеся на рынке вакцины компаний Sanofi-Pasteur, ID Biomedical,  
Merial, Sinovac, Chiron, Roche, Medlmmune, GlaxoSmithKline, Novartis, Sanofi-Aventis, Serono, Shire  
Pharmaceuticals и т.п. 

При желании, ВЧ в соответствии с настоящим изобретением можно смешивать с приемлемым адъ-
ювантом, известным специалисту в данной области. Кроме того, ВЧ могут применяться в составе компо-
зиции вакцины, содержащей эффективную дозу ВЧ для воздействия на целевой организм, в соответствии 
с данным выше определением. Далее ВЧ, полученные в соответствии с настоящим изобретением, можно 
комбинировать с ВЧ, полученными с использованием различных белков вируса гриппа, например ней-
раминидазы (NA). 

Таким образом, в настоящем изобретении предложен способ формирования иммунитета к инфици-
рованию вирусом гриппа у животного или целевого организма, заключающийся во введении эффектив-
ной дозы вакцины, содержащей один или более одного ВЧ. Вакцину можно вводить перорально, внутри-
кожно, интраназально, внутримышечно, внутрибрюшинно, внутривенно или подкожно. 

Введение ВЧ, полученных в соответствии с настоящим изобретением, описано в примере 6. Введе-
ние ВЧ H5, полученного в растении, приводило к заметно более сильному ответу по сравнению с введе-
нием растворимого HA (см. фиг. 21A и 21B). 

Как показано на фиг. 26A и 26B, при введении ВЧ H5 штамма А/Индонезия/5/05 субъект получает 
перекрестный иммунитет против гриппа А/Турция/582/06 (H5N1; "Турция H5N1"). Введение ВЧ H5 
штамма Индонезия перед контрольным заражением не привело к потере массы тела. Субъекты, не полу-
чившие ВЧ H5, но подвергшиеся контрольному заражению штаммом Турция H5N1, показали значитель-
ную потерю массы тела, и некоторые из них погибли. 

Таким образом, приведенные данные показывают, что полученные в растении ВЧ вируса гриппа, 
содержащие вирусный белок гемагглютинин H5, вызывают иммунный ответ, специфичный для патоген-
ных штаммов гриппа, и что вирусоподобные частицы могут почковаться из плазматической мембраны 
растения. 

Так, в настоящем изобретении предлагается композиция, содержащая эффективную дозу ВЧ, вклю-
чающих белок HA вируса гриппа, один или более одного растительный липид и фармацевтически при-
емлемый носитель. Белок HA вируса гриппа может представлять собой H5 штамма Индонезия/5/2006, 
А/Брисбен /50/2007, А/Соломоновы острова 3/2006, А/Брисбен/10/2007, А/Висконсин/67/2005, 
В/Малайзия/2506/2005, В/Флорида/4/2006, А/Сингапур/1/57, А/Аньхой/1/2005, А/Вьетнам/1194/2004, 
А/дикие утки/Гонконг/W312/97, А/лошади/Прага/56 или А/Гонконг/1073/99. Предлагается также способ 
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формирования иммунитета против вируса гриппа у субъекта. Способ заключается во введении вирусо-
подобных частиц, включающих белок HA вируса гриппа, один или более одного растительный липид и 
фармацевтически приемлемый носитель. Введение вирусоподобных частиц осуществляется перорально, 
внутрикожно, интраназально, внутримышечно, внутрибрюшинно, внутривенно или подкожно. 

Композиции согласно различным осуществлениям настоящего изобретения могут содержать ВЧ 
двух или более штаммов или подтипов вируса гриппа. "Два или более" означает два, три, четыре, пять, 
шесть, семь, восемь, девять, десять или более штаммов или подтипов. Штаммы или подтипы могут отно-
ситься к одному подтипу (например, все H1N1 или все H5N1) или представлять собой комбинацию под-
типов. Примерами подтипов и штаммов являются, без ограничения, перечисленные здесь (например, 
А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) А/Индонезия/5/2006 (H5N1), А/куры /Нью-Йорк/1995, А/серебристые 
чайки/Делавэр/677/88 (H2N8), А/Техас/32/2003, А/кряквы /Миннесота /33/00, А/утки/Шанхай/1/2000, 30, 
А/шилохвости/Техас/828189/02, А/индейки/Онтарио/6118/68(H8N4), А/утки-широконоски/Иран/G54/03, 
А/куры/Германия/N/1949(H10N7), А/утки/Англия/56(Н11N6), А/утки/Альберта/60/76(H12N5), 
А/чайки/Мэриленд/704/77(H13N6), А/кряквы/Гурьев/263/82, А/утки/Австралия/341/83 (H15N8), А/чайки 
обыкновенные/Швеция/5/99(H16N3), В/Ли/40, C/Йоханнесбург/66, А/Пуэрто-Рико/8/34 (H1N1), 
А/Брисбен/59/2007 (H1N1), А/Соломоновы острова 3/2006 (H1N1), А/Брисбен 10/2007 (H3N2), 
А/Висконсин/67/2005 (H3N2), В/Малайзия/2506/2004, В/Флорида/4/2006, А/Сингапур/1/57 (H2N2), 
А/Аньхой/1/2005 (H5N1), А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1), А/дикие утки/Гонконг/W312/97 (H6N1), 
А/лошади/Прага/56 (H7N7), А/Гонконг/1073/99 (H9N2)). 

Выбор сочетания штаммов и подтипов зависит от географической области, в которой субъекты мо-
гут войти в контакт с вирусом гриппа, наличия животных определенных видов вблизи места проживания 
людей подлежащих иммунизации (например, водоплавающие птицы, сельскохозяйственные животные, 
такие как свиньи и т.п.), а также штаммов, которые несут эти животные, воздействию которых они под-
вергаются или могут подвергнуться, прогнозов антигенной изменчивости по подтипам или штаммам, 
либо сочетания указанных факторов. Примеры сочетаний, применявшихся в последние годы, имеются в 
доступе (см. URL: who.int/csr/dieease/influenza/vaccine recommendations1/en). При разработке состава вак-
цины можно использовать некоторые или все эти штаммы в приведенных сочетаниях или в других соче-
таниях. 

Более конкретно, примеры сочетаний включают ВЧ из двух или более штаммов или подтипов, вы-
бранных из группы, в которую входят А/Брисбен/59/2007 (H1N1), А/Брисбен/59/2007 (H1N1)-подобный 
вирус, А/Брисбен/10/2007 (H3N2), А/Брисбен/10/2007 (H3N2)-подобный вирус, В/Флорида/4/2006 или 
В/Флорида/4/2006-подобный вирус. 

Другое сочетание, взятое в качестве примера, может включать ВЧ из двух или более штаммов или 
подтипов, выбранных из группы, содержащей штаммы А/Индонезия/5/2005, А/Индонезия/5/2005-
подобный вирус, А/Вьетнам/1194/2004, А/Вьетнам/1194/2004-подобный вирус, А/Аньхой/1/05, 
А/Аньхой/1/05-подобный вирус, А/гуси/Гуйян/337/2006, А/гуси/Гуйян/337/2006-подобный вирус, 
А/куры/Шаньси/2/2006 или А/куры/Шаньси/2/2006-подобный вирус. 

Другое сочетание, взятое в качестве примера, может включать ВЧ штаммов гриппа 
А/куры/Италия/13474/99 (тип H7) или А/куры/Британская Колумбия/04 (H7N3). 

Еще один пример может включать ВЧ штаммов А/куры/Гонконг/G9/97 или А/Гонконг/1073/99. 
Другой пример - ВЧ штаммов А/Соломоновы острова/3/2006. Еще один пример сочетания - ВЧ штаммов 
А/Брисбен/10/2007. Еще один вариант сочетания может включать ВЧ штаммов А/Висконсин/67/2005. 
Еще один пример может состоять из ВЧ штаммов или подтипов В/Малайзия/2506/2004, 
В/Флорида/4/2006 или В/Брисбен/3/2007. 

Получение двух или более ВЧ можно осуществлять путем раздельной экспрессии с последующим 
объединением очищенных или частично очищенных ВЧ. В качестве альтернативы возможна коэкспрес-
сия ВЧ в одном и том же хозяине, например в растении. ВЧ можно комбинировать или получать в задан-
ном отношении, например примерно в эквивалентных количествах, также их можно комбинировать та-
ким образом, что один подтип или штамм будет составлять превалирующие ВЧ в композиции. 

Таким образом, изобретение предлагает композиции, содержащие ВЧ двух или более штаммов или 
подтипов. 

Обычно ВЧ оболочечных вирусов получают свою оболочку из мембраны, через которую они поч-
куются. Плазматические мембраны растений содержат фитостериновый комплемент, который может 
оказывать иммуностимулирующее действие. Для исследования указанной возможности полученные в 
растениях ВЧ H5 вводили животным в присутствии или в отсутствие адъюванта и определяли HAI (гу-
моральный ответ по ингибированию гемагглютинации) (фиг. 22A, 22B). В отсутствие добавки адъюванта 
полученные в растениях ВЧ H5 показали высокую величину HAI, что указывает на системный иммун-
ный ответ на введение антигена. Более того, профили изотипов антител для ВЧ, введенных в присутст-
вии или в отсутствие адъюванта, аналогичны (фиг. 23A). 

В табл. 5 приведены последовательности, предлагаемые согласно различным осуществлениям на-
стоящего изобретения. 
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Таблица 5 
Описание последовательностей для идентификатора последовательностей 
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Далее изобретение описано подробно путем ссыпки только на приведенные ниже неограничиваю-

щие примеры. 
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Методы и материалы. 
1. Сборка экспрессирующих кассет на основе пластоцианина для нативного НА. 
Все операции проводили по стандартным методикам молекулярной биологии из книги Sambrook 

and Russell (2001; включена в данный документ посредством ссылки). Первая стадия клонирования пред-
ставляла собой сборку плазмиды, кодирующей рецептор, с "апстрим" и "даунстрим" регуляторными эле-
ментами гена пластоцианина люцерны. Участок промотора и 5'HTO пластоцианина амплифицировали из 
геномной ДНК люцерны с помощью олигонуклеотидных праймеров XmaI-pPlas.c (SEQ ID NO: 29;  
фиг. 10Q) и SacI-ATG-pPlas.r (SEQ ID NO: 30; фиг. 10R). Продукт амплификации гидролизовали дейст-
вием XmaI и SacI и лигировали в pCAMBIA2300 (Cambia, Канберра, Австралия), предварительно гидро-
лизованный теми же ферментами, для формирования pCAMBIApromo Plasto. Аналогично последова-
тельности 3'HTO и терминатор гена пластоцианина амплифицировали из геномной ДНК люцерны по-
средством следующих праймеров: SacI-PlasTer.c (SEQ ID NO: 31; фиг. 10S) и EcoRI-PlasTer.r  
(SEQ ID NO: 32; фиг. 10T) и продукты гидролизовали действием SacI и EcoRI, после чего вставляли в те 
же сайты pCAMBIApromoPlasto для создания pCAMBLAPlasto. 

Фрагмент, кодирующий гемагглютинин штамма вируса гриппа А/Индонезия/5/05 (H5N1; рег.  
№ LANL ISDN125873), синтезировали в лаборатории Epoch Biolabs (Шугар-Лэнд, Техас, США). Полу-
ченный фрагмент, содержащий полный кодирующий участок H5, в том числе нативный сигнальный пеп-
тид, фланкированный сайтом HindIII, непосредственно перед начальным ATG, и сайтом SacI, непосред-
ственно после стоп-кодона (TAA), представлен как SEQ ID NO: 3 (фиг. 6). Кодирующую область H5 кло-
нировали в экспрессирующую кассету на основе пластоцианина методом лигирования на основе ПЦР, 
представленным в работе Darveau, et al. (1995). Кратко: первую ПЦР амплификацию получали с прайме-
рами Plato-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и SpHA(Ind)-Plasto.r (SEQ ID NO:5; фиг. 7B) на матрице  
pCAMBIA promoPlasto. Параллельно проводили вторую амплификацию с праймерами Plasto-SpHA(Ind).c 
(SEQ ID NO: 6; фиг. 7C) и HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO:7; фиг. 7D) на матрице - кодирующем фрагменте 
H5. Продукты амплификации смешивали, и смесь служила матрицей для третьей реакции (сборки) с 
праймерами Plato-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и HA(Ind)-Sac.r (SEQ ID NO: 7; фиг. 7D). Полученный 
фрагмент гидролизовали действием BamHI (в промоторе пластоцианина) и SacI (на 3'-конце фрагмента) 
и клонировали в pCAMBIAPlasto, предварительно гидролизованный теми же ферментами. Полученная 
плазмида 660 представлена на фиг. 2B (см. также фиг. 11). 

Экспрессирующие кассеты гемагглютинина № 774-785 собирали следующим образом. Синтезиро-
вали фрагмент, содержащий полную кодирующую последовательность гемагглютинина (от ATG до 
стоп-кодона), фланкированный на 3'-конце последовательностями гена пластоцианина люцерны, соот-
ветствующими первым 84 нуклеотидам, предшествующим ATG, и оканчивающийся сайтом рестрикции 
DraIII. В состав синтетических фрагментов входил сайт SacI, непосредственно после стоп-кодона. 

Синтетические фрагменты гемагглютинина синтезировали в компании Top Gene Technologies 
(Монреаль, Квебек, Канада) и Epoch Biolabs (Шугар-Лэнд, Техас, США). Полученные фрагменты пред-
ставлены на фиг. 28-39 и соответствуют SEQ ID NO: 36 - SEQ ID NO: 47. Для сборки полных экспресси-
рующих кассет синтетические фрагменты гидролизовали DraIII и SacI и клонировали pCAMBIAPlasto, 
предварительно гидролизованный теми же ферментами. В табл. 6 представлены кассеты, полученные с 
соответствующими HA, и другие ссылки на текст. 
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Таблица 6 
Экспрессирующие кассеты гемагглютинина, собранные из синтетических  

фрагментов DraIII-SacI 

 
2. Сборка экспрессирующих кассет на основе пластоцианина для слитых СП PDI/HA. 
H1 А/Новая Каледония/20/99 (конструкция № 540). 
Открытую рамку считывания из гена H1 штамма А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) синтезировали в 

виде двух фрагментов (Plant Biotechnology Institute, National Research Council, Саскатун, Канада). Первый 
синтезированный фрагмент соответствовал кодирующей последовательности H1 дикого типа (GenBank 
рег. № AY289929; SEQ ID NO: 33; фиг. 16), где отсутствовала кодирующая последовательность сигналь-
ного пептида на 5'-конце и кодирующая последовательность трансмембранного домена на 3'-конце. 
 К 5'-концу кодирующей последовательности присоединяли сайт рестрикции BglII, а непосредственно за 
стоп-кодоном в 3'-концевой области фрагмента присоединяли двойной сайт SacI/StuI, что давало  
SEQ ID NO: 1 (фиг. 5А). Синтезировали второй фрагмент, кодирующий C-терминальную область белка 
H1 (содержащий трансмембранный домен и цитоплазматический хвост) от сайта KpnI до стоп-кодона, 
фланкированный у 3' сайтами рестрикции SacI и StuI (SEQ ID NO. 2; фиг. 5B). 

Первый фрагмент H1 гидролизовали BglII и SacI и клонировали в те же сайты бинарного вектора 
(pCAMBIAPlasto), содержащего участок промотора и 5'-HTO пластоцианина, слитые с сигнальным пеп-
тидом гена протеиндисульфидизомеразы (PDI) люцерны (нуклеотиды 32-103; рег. № Z11499;  
SEQ ID NO: 34; фиг. 17), что приводило к образованию химерного гена PDI-H1, расположенного после 
регуляторных элементов пластоцианина. Последовательность кассеты на основе пластоцианина, содер-
жащей сигнальный пептид PDI, представлена на фиг. 1 (SEQ ID NO: 8). Полученная плазмида включает 
кодирующую область H1, слитую с сигнальным пептидом PDI и фланкированную регуляторными эле-
ментами пластоцианина. Добавление C-концевого кодирующего участка (кодирующего трансмембран-
ный домен и цитоплазматический хвост) осуществляли внедрением в плазмиду экспрессии H1 синтези-
рованного фрагмента (SEQ ID NO: 2; фиг. 5В), предварительно гидролизованного действием KpnI и SacI. 
Полученная плазмида под номером 540 представлена на фиг. 11 (см. также фиг. 2A). 

H5 А/Индонезия/5/2005 (конструкция № 663). 
Сигнальный пептид протеиндисульфидизомеразы (СП PDI) люцерны (нуклеотиды 32-103; рег.  

№ Z11499; SEQ ID NO: 34; фиг. 17) присоединяли к кодирующей последовательности HA0 H5 штамма 
А/Индонезия/5/2005 следующим образом. Кодирующую последовательность H5 амплифицировали 
праймерами SpPDI-HA(Ind).c (SEQ ID NO:82) и NA(Ind)-SacI.r (SEQ ID NO: 7; фиг. 7D) с матрицей - кон-
струкцией № 660 (SEQ ID NO: 60; фиг. 51). Полученный фрагмент представлял собой кодирующую по-
следовательность H5, фланкированную у 5' последними нуклеотидами, кодирующими СП PDI (включая 
сайт рестрикции BglII) и у 3' - сайтом рестрикции SacI. Фрагмент гидролизовали BglII и SacI и клониро-



034733 

- 49 - 

вали в конструкцию № 540 (SEQ ID NO: 61; фиг. 52), предварительно гидролизованную теми же фермен-
тами рестрикции. Полученная кассета - конструкция № 663 (SEQ ID NO: 83) - приведена на фиг. 69. 

H1 А/Брисбен/59/2007 (конструкция № 787). 
Сигнальный пептид протеиндисульфидизомеразы (СП PDI) люцерны (нуклеотиды 32-103; рег.  

№. Z11499; SEQ ID NO: 34; фиг. 17) присоединяли к кодирующей последовательности HA0 H1 штамма 
А/Брисбен/59/2007 следующим образом. Кодирующую последовательность H1 амплифицировали прай-
мерами SpPDI-H1B.c (SEQ ID NO: 84) и SacI-H1B.r (SEQ ID NO: 85) с матрицей - конструкцией № 774 
(SEQ ID NO: 62; фиг. 53). Полученный фрагмент представлял собой кодирующую последовательность 
H1, фланкированную у 5' последними нуклеотидами, кодирующими СП PDI (включая сайт рестрикции 
BglII) и у 3'- сайтом рестрикции SacI. Фрагмент гидролизовали BglII и SacI и клонировали в конструк-
цию № 540 (SEQ ID NO: 61; фиг. 52), предварительно гидролизованную теми же ферментами рестрик-
ции. Полученная кассета - конструкция № 787 (SEQ ID NO: 86) - представлена на фиг. 70. 

H3 А/Брисбен/10/2007 (конструкция № 790). 
Сигнальный пептид протеиндисульфидизомеразы (СП PDI) люцерны (нуклеотиды 32-103; рег.  

№ Z11499; SEQ ID NO: 34; фиг. 17) присоединяли к кодирующей последовательности HA0 H3 штамма 
А/Брисбен/10/2007 следующим образом. СП PDI присоединяли к кодирующей последовательности H3 
методом лигирования на основе ПЦР, описанным в работе Darveau, et al. (Methods in Neuroscience, 26:77-
85(1995)). В первом раунде ПЦР сегмент промотора пластоцианина, слитый с СП PDI, амплифицировали 
с праймерами Plasto-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и H3В-SpPDI.r (SEQ ID NO:87) с матрицей - конст-
рукцией 540 (SEQ ID NO: 61; фиг. 52). Одновременно другой фрагмент, содержащий часть кодирующей 
последовательности H3 А/Брисбен/10/2007 (от кодона 17 до сайта рестрикции SpeI), амплифицировали с 
праймерами SpPDI-FDB.c (SEQ ID NO: 88) и H3(A-Bri).982r (SEQ ID NO: 89) с матрицей - конструкцией 
776 (SEQ ID NO: 69; фиг. 60). Затем продукты амплификации смешивали и использовали в качестве мат-
рицы во втором раунде амплификации (реакция сборки) с праймерами Plasto-443c  
(SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и H3(A-Bri).982r (SEQ ID NO: 89). Полученный фрагмент гидролизовали BamHI 
(в промоторе пластоцианина) и SpeI (в кодирующей последовательности H3) и клонировали в конструк-
цию № 776 (SEQ ID NO: 69; фиг. 60), предварительно гидролизованную теми же ферментами рестрик-
ции, получив конструкцию № 790 (SEQ ID NO: 90), которая показана на фиг. 71. 

НА В/Флорида/4/2006 (конструкция № 798). 
Сигнальный пептид протеиндисульфидизомеразы (СП PDI) люцерны (нуклеотиды 32-103; рег.  

№ Z11499; SEQ ID NO: 34; фиг. 17) присоединяли к кодирующей последовательности HA0 из HA штам-
ма В/Флорида/4/2006 методом лигирования на основе ПЦР, описанным в работе Darveau, et al. (Methods 
in Neuroscience, 26:77-85(1995)). В первом раунде амплификации участок промотора пластоцианина, сли-
тый с СП PDI, амплифицировали с праймерами Plasto-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и HBF-SpPDI.r  
(SEQ ID NO:91) с матрицей - конструкцией № 540 (SEQ ID NO: 61; фиг. 52). Одновременно другой 
фрагмент, содержащий часть кодирующей последовательности HB B/Flo, слитого с терминатором пла-
стоцианина, амплифицировали с праймерами SpPDI-HBF.c (SEQ ID NO: 92) и Plaster80r (SEQ ID NO: 93) 
с матрицей - конструкцией № 779 (SEQ ID NO: 73; фиг. 64). Затем продукты ПЦР смешивали и исполь-
зовали в качестве матрицы во втором раунде амплификации (реакция сборки) с праймерами Plasto-443c 
(SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и Plaster80r (SEQ ID NO: 93). Полученный фрагмент гидролизовали BamHI (в 
промоторе пластоцианина) и AfIII (в кодирующей последовательности HA штамма В/Флорида/4/2006) и 
клонировали в конструкцию № 779 (SEQ ID NO:73; фиг. 64), предварительно гидролизованную теми же 
ферментами рестрикции, получив конструкцию № 798 (SEQ ID NO:94). Полученная экспрессирующая 
кассета показана на фиг. 72. 

Сборка экспрессирующих кассет на основе CPMV-HT. 
В кассетах экспрессии на основе CPMV-HT промотор 35S служит для регулирования экспрессии 

мРНК и включает целевую кодирующую последовательность, фланкированную у 5' нуклеотидами 1-512 
РНК2 вируса мозаики коровьего гороха (CPMV) с мутированным ATG в положениях 115 и 161 и у 3' - 
нуклеотидами 3330-3481 РНК2 CPMV (соответствует 3' HTO) с последующим терминатором NOS. 
Сборку кассет экспрессии гемагглютинина на основе CPMV-HT проводили с плазмидой pBD-C5-1LC 
(Sainsbury, et al. 2008; Plant Biotechnology Journal, 6:82-92, публикация PCT WO 2007/135480). Мутацию 
ATG в положениях 115 и 161 РНК2 CPMV осуществляли методом лигирования на основе ПЦР, изло-
женным в публикации Darveau, et al. (Methods in Neuroscience, 26:77-85 (1995)). Проводили две отдель-
ные ПЦР, используя матрицу pBD-C5-1LC. Праймерами при первой амплификации служили 
pBinPlus.2613c (SEQ ID NO: 77) и Mut-ATG115r (SEQ ID NO: 78). Праймерами для второй амплифика-
ции были Mut-ATG161c (SEQ ID NO: 79) и LC-C5-1.110r (SEQ ID NO: 80). Два полученных фрагмента 
смешивали и использовали в качестве матрицы в третьей амплификации с праймерами pBinPlus.2613c 
(SEQ ID NO: 77) и LC-C5-1.110r (SEQ ID NO: 80). Полученный фрагмент гидролизовали PacI и ApaI и 
клонировали в pBD-C5-1LC, гидролизованный тем же ферментом. Последовательность экспрессирую-
щей кассеты номер 828 представлена на фиг. 68 (SEQ ID NO: 81). 

Сборка SpPDI-H1 А/Новая Каледония/20/99 в экспрессирующей кассете на основе CPMV-HT (кон-
струкция № 580). 
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Участок, кодирующий сигнальный пептид PDI люцерны, слитый с HA0 из H1 штамма А/Новая Ка-
ледония/20/99, клонировали в CPMV-HT следующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредственно 
перед начальным ATG) и StuI (непосредственно после стоп-кодона) присоединяли к кодирующей после-
довательности гемагглютинина за счет ПЦР-амплификации с праймерами ApaI-SpPDI.c (SEQ ID NO: 95) 
и StuI-H1(A-NC).r (SEQ ID NO: 96) и с матрицей - конструкцией № 540 (SEQ ID NO: 61; фиг. 52). Полу-
ченный фрагмент гидролизовали ферментами рестрикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию  
№ 828 (SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же ферментами. Полученная кассета носит название кон-
струкция № 580 (SEQ ID NO: 97). 

Сборка H5 А/Индонезия/5/2005 в экспрессирующей кассете CPMV-HT (конструкция № 685). 
Кодирующую последовательность H5 штамма А/Индонезия/5/2005 клонировали в CPMV-HT сле-

дующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредственно перед ATG) и StuI (непосредственно после 
стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последовательности гемагглютинина за счет ПЦР-
амплификации с праймерами ApaI-H5 (A-Indo).1c (SEQ ID NO: 98) и H5 (A-Indo)-StuI.1707r (SEQ ID NO: 
99) и с матрицей - конструкцией № 660 (SEQ ID NO: 60; фиг. 51). Полученный фрагмент гидролизовали 
ферментами рестрикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию № 828 (SEQ ID NO: 81), гидролизо-
ванную теми же ферментами. Полученная кассета носит название конструкция № 685 (SEQ ID NO: 100). 

Сборка SpPDI-H5 А/Индонезия/5/2005 в экспрессирующей кассете на основе CPMV-HT (конструк-
ция № 686). 

Участок, кодирующий сигнальный пептид PDI люцерны, слитый с HA0 из H5 штамма 
А/Индонезия/5/2005, клонировали в CPMV-HT следующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосред-
ственно перед ATG) и StuI (непосредственно после стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последо-
вательности гемагглютинина за счет ПЦР-амплификации с праймерами ApaI-SpPDI.c (SEQ ID NO: 95) и 
H5 (A-Indo)-StuI.1707r (SEQ ID NO: 99) и с матрицей - конструкцией № 663 (SEQ ID NO: 83). Получен-
ный фрагмент гидролизовали ферментами рестрикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию 828 
(SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же ферментами. Полученная кассета носит название конструк-
ция № 686 (SEQ ID NO: 101). 

Сборка H1 А/Брисбен/59/2007 в экспрессирующей кассете на основе CPMY-HT (конструкция  
№ 732). 

Кодирующую последовательность HA из H1 штамма А/Брисбен/59/2007 клонировали в CPMV-HT 
следующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредственно перед ATG) и StuI (непосредственно по-
сле стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последовательности гемагглютинина за счет ПЦР-
амплификации с праймерами ApaI-H1B.c (SEQ ID NO: 102) и StuI-H1B.r (SEQ ID NO: 103) и с матрицей - 
конструкцией № 774 (SEQ ID NO: 62; фиг. 53). Полученный фрагмент гидролизовали ферментами рест-
рикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию 828 (SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же фер-
ментами. Полученная кассета носит название конструкция № 732 (SEQ ID NO: 104). 

Сборка SpPDI-H1 А/Брисбен/59/2007 в экспрессирующей кассете на основе CPMV-HT (конструк-
ция № 733). 

Участок, кодирующий сигнальный пептид PDI люцерны, слитый с HA0 из H1 штамма 
А/Брисбен/59/2007, клонировали в CPMV-HT следующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредст-
венно перед ATG) и StuI (непосредственно после стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последова-
тельности гемагглютинина за счет ПЦР-амплификации с праймерами ApaI-SpPDI.c (SEQ ID NO: 95) и 
StuI-H1B.r (SEQ ID NO: 103) и с матрицей - конструкцией № 787 (SEQ ID NO: 86). Полученный фраг-
мент гидролизовали ферментами рестрикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию № 828  
(SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же ферментами. Полученная кассета носит название конструк-
ция № 733 (SEQ ID NO: 105). 

Сборка H3 А/Брисбен/10/2007 в экспрессирующей кассете на основе CPMV-HT (конструкция  
№ 735). 

Кодирующую последовательность HA из H3 штамма А/Брисбен/10/2007 клонировали в CPMV-HT 
следующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредственно перед ATG) и StuI (непосредственно по-
сле стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последовательности гемагглютинина за счет ПЦР-
амплификации с праймерами ApaI-H3В.c (SEQ ID NO: 106) и StuI-H3B.r (SEQ ID NO: 107) и с матрицей - 
конструкцией № 776 (SEQ ID NO:69). Полученный фрагмент гидролизовали ферментами рестрикции 
ApaI и StuI и клонировали в конструкцию № 828 (SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же фермента-
ми. Полученная кассета носит название конструкция № 735 (SEQ ID NO: 108). 

Сборка SpPDI-H3 А/Брисбен/10/2007 в экспрессирующей кассете на основе CPMV-HT (конструк-
ция № 736). 

Участок, кодирующий сигнальный пептид PDI люцерны, слитый с HA0 из H3 штамма 
А/Брисбен/10/2007, клонировали в CPMV-HT следующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредст-
венно перед ATG) и StuI (непосредственно после стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последова-
тельности гемагглютинина за счет ПЦР-амплификации с праймерами ApaI-SpPDI.c (SEQ ID NO: 95) и 
StuI-H3B.r (SEQ ID NO: 107) и с матрицей - конструкцией № 790 (SEQ ID NO: 90). Полученный фраг-
мент гидролизовали ферментами рестрикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию № 828  
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(SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же ферментами. Полученная кассета носит название конструк-
ция № 736 (SEQ ID NO: 109). 

Сборка HA В/Флорида/4/2006 в экспрессирующей кассете на основе CPMV-HT (конструкция  
№ 738). 

Кодирующую последовательность HA из штамма В/Флорида/4/2006 клонировали в CPMV-HT сле-
дующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредственно перед ATG) и StuI (непосредственно после 
стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последовательности гемагглютинина за счет ПЦР-
амплификации с праймерами ApaI-HBF.c (SEQ ID NO: 110) и StuI-HBF.r (SEQ ID NO: 111) и с матрицей - 
конструкцией № 779 (SEQ ID NO: 73; фиг. 64). Полученный фрагмент гидролизовали ферментами рест-
рикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию № 828 (SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же 
ферментами. Полученная кассета носит название конструкция №738 (SEQ ID NO: 112). 

Сборка SpPDI-HA В/Флорида/4/2006 в экспрессирующей кассете CPMV-HT (конструкция № 739). 
Участок, кодирующий сигнальный пептид PDI люцерны, слитый с HA0 из штамма 

В/Флорида/4/2006, клонировали в CPMV-HT следующим образом. Сайты рестрикции ApaI (непосредст-
венно перед ATG) и StuI (непосредственно после стоп-кодона) присоединяли к кодирующей последова-
тельности гемагглютинина за счет ПЦР-амплификации с праймерами ApaI-SpPDI.c (SEQ ID NO: 95) и 
StuI-HBF.r (SEQ ID NO: 111) и с матрицей - конструкцией № 798 (SEQ ID NO: 94). Полученный фраг-
мент гидролизовали ферментами рестрикции ApaI и StuI и клонировали в конструкцию № 828  
(SEQ ID NO: 81), гидролизованную теми же ферментами. Полученная кассета носит название конструк-
ция № 739 (SEQ ID NO: 113). 

Сборка экспрессирующих кассет белков-шаперонов. 
Собирали две экспрессирующие кассеты белков теплового шока (Hsp). В первой кассете экспрессия 

цитозольного HSP70 Arabidopsis thaliana (экотип Колумбия) (Athsp70-l в Lin, et al. (2001) Cell Stress and 
Chaperones, 6:201-208) регулируется химерным промотором, сочетающим элементы нитритредуктазы 
(Nir) люцерны и промотора пластоцианина люцерны (Nir/Plasto). Вторая кассета состояла из кодирующе-
го участка цитозольного HSP40 люцерны (MsJ1; Frugis, et al. (1999), Plant Molecular Biology, 40:397-408) 
под контролем химерного промотора Nir/Plasto. 

Первой собирали плазмиду акцептора, содержащую промотор нитротредуктазы (Nir) люцерны, ре-
портерный ген GUS и терминатор NOS в бинарном векторе на основе растения. Плазмиду pNir3K51 
(описана ранее в патенте США № 6420548) гидролизовали действием HindIII и EcoRI. Полученный 
фрагмент клонировали в pCAMBIA2300 (Камбиа, Канберра, Австралия), гидролизованный теми же фер-
ментами рестрикции, получая pCAMBIA-Nir3K51. 

Участки, кодирующие Hsp70 и Hsp40, раздельно клонировали в плазмиде акцептора  
pCAMBIANir3K51 способом лигирования на основе ПЦР, описанным Darveau, et al. (Methods in  
Neuroscience, 26:77-85 (1995)). 

Для Hsp40 кодирующую последовательность Msj1 (SEQ ID NO: 114) амплифицировали с помощью 
RT-ПЦР из полной РНК листа люцерны (экотип Rangelander) с помощью праймеров Hsp40Luz.1c  
(SEQ ID NO: 115) и Hsp40Luz-SacI.1272r (SEQ ID NO: 116). Вторую амплификацию проводили с прай-
мерами Plasto-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и Hsp40Luz-Plasto.r (SEQ ID NO: 117) и с конструкцией  
№ 660 (SEQ ID NO: 60; фиг. 51) в качестве матрицы. Затем продукты ПЦР смешивали и использовали в 
качестве матрицы для третьей амплификации (реакция сборки) с праймерами Plasto-443c (SEQ ID NO: 4; 
фиг. 7A) и Hsp40Luz-SacI. 1272r (SEQ ID NO: 116). Полученный фрагмент гидролизовали HpaI (в промо-
торе пластоцианина) и клонировали в pCAMBIANir3K51, предварительно гидролизованный HpaI (в про-
моторе Nir) и SacI, затем формировали тупые концы с помощью ДНК полимеразы фага Т4. Полученные 
клоны тестировали на правильную ориентацию и секвенировали для подтверждения целостности после-
довательности. Полученная плазмида под названием R850 приведена на фиг. 83 (SEQ ID NO: 121). Коди-
рующий участок Athsp70-l амплифицировали с помощью RT-PCR из РНК листа Arabidopsis с помощью 
праймеров Hsp70Ara.1c (SEQ ID NO: 118) и Hsp70Ara-SacI.1956r (SEQ ID NO: 119). Вторую амплифика-
цию проводили с праймерами Plato-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и Hsp70Ara-Plasto.r (SEQ ID NO: 120) и 
с матрицей - конструкцией 660 (SEQ ID NO: 60; фиг. 51). Продукты ПЦР смешивали и использовали в 
качестве матрицы для третьей амплификации (реакция сборки) с праймерами Plasto-443c (SEQ ID NO: 4; 
фиг. 7A) и Hsp70ARA-SacI.1956r (SEQ ID NO: 119). Полученный фрагмент гидролизовали HpaI (в про-
моторе пластоцианина) и клонировали в pCAMBIANir3K51, гидролизованный HpaI (в промоторе Nir) и 
SacI, после чего формировали тупые концы с помощью ДНК полимеразы фага Т4. Полученные клоны 
тестировали на правильную ориентацию и секвенировали для подтверждения целостности последова-
тельности. Полученная плазмида под названием R860 приведена на фиг. 84 (SEQ ID NO: 122). 

Плазмиду двойной экспрессии Hsp собирали следующим образом. R860 гидролизовали действием 
BsrBI (после терминатора NOS), обрабатывали ДНК полимеразой фага Т4 для получения тупого конца, 
затем гидролизовали Sbfl (перед химерным промотором Nir/Plasto). Полученный фрагмент (химерный 
промотор Nir/Plasto-кодирующая последовательность H8Р70-терминатор Nos) клонировали в R850, 
предварительно гидролизованный Sbfl и SmaI (оба расположены в сайте множественного клонирования 
перед химерным промотором Nir/Plasto). Полученная плазмида под названием R870 приведена на фиг. 85 
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(SEQ ID NO: 123). 
Сборка других экспрессирующих кассет. 
Кассета для экспрессии растворимого H1. 
Кассету, кодирующую растворимую форму H1, получали заменой участка, кодирующего транс-

мембранный домен и цитоплазматический хвост в 540, фрагментом, кодирующим лейциновую застежку 
GCN4, вариант pII (Harbury et al., 1993, Science 1993; 262:1401-1407). Указанный фрагмент синтезирова-
ли с фланкирующими сайтами KpnI и SacI, что способствует клонированию. Плазмида, полученная при 
такой замене, имеет номер 544, соответствующая экспрессирующая кассета приведена на фиг. 11. 

Кассета экспрессии M1 А/Пуэрто-Рико/8/34. 
Синтезировали слитую 5' HTO вируса гравировки табака (TEV) с открытой рамкой считывания гена 

вируса гриппа A/PR/8/34 M1 (рег. № NC002016) с фланкирующим сайтом SacI, присоединенным после 
стоп-кодона. Фрагмент гидролизовали SwaI (в 5'HTO TEV) и SacI и клонировали в экспрессирующую 
кассету на основе 2X35S/TEV в бинарной плазмиде pCAMBIA. Полученная плазмида несла участок, ко-
дирующий M1, под контролем промотора 2X35S/TEV и 5'HTO и терминатора NOS (конструкция № 750; 
фиг. 11). 

Кассета экспрессии HcPro. 
Конструкцию HcPro (35HcPro) готовили, как описано в работе Hamilton et al. (2002). Все клоны сек-

венировали для подтверждения целостности конструкций. Плазмиды использовали для трансформации 
Agrobacteium tumefaciens (AGL1; АТСС, Manassas, VA 20108, USA) методом электропорации  
(Mattanovich et al., 1989). Целостность всех штаммов A. tumefaciens подтверждали рестрикционным кар-
тированием. 

Кассета экспрессии p19. 
Участок, кодирующий белок p19 вируса кустистой карликовости томата (TBSV), присоединяли к 

кассете экспрессии пластоцианина люцерны методом лигирования на основе ПЦР, приведенным в рабо-
те Darveau et al. (Methods in Neuroscience, 26:77-85(1995)). В первом раунде ПЦР сегмент промотора пла-
стоцианина амплифицировали с помощью праймеров Plasto-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и  
supP19-plasto.r (SEQ ID NO: 124) и с матрицей – конструкцией№  660 (SEQ ID NO: 60; фиг. 51). Одно-
временно еще один фрагмент, содержащий кодирующую последовательность p19, амплифицировали 
праймерами supP19-1c (SEQ ID NO: 125) и SupP19-SacI.r (SEQ ID NO: 126) с матрицей - конструкцией 
35S:p19, описанной в работе Voinnet et al. (The Plant Journal, 33:949-956 (2003)). Продукты амплификации 
затем смешивали и использовали в качестве матрицы во втором раунде амплификации (реакция сборки) 
с праймерами Plasto-443c (SEQ ID NO: 4; фиг. 7A) и SupP19-SacI.r (SEQ ID NO: 126). Полученный фраг-
мент гидролизовали BamHI (в промоторе пластоцианина) и SacI (на конце участка, кодирующего p19) и 
клонировали в конструкцию № 660 (SEQ ID NO: 60; фиг. 51), предварительно гидролизованную теми же 
ферментами рестрикции с образованием конструкции № R472. Плазмида R472 показана на фиг. 86. 

3. Приготовление растительной биомассы, инокулята, агроинфильтрация и сбор растений. 
Растения Nicotiana benthamiana или Nicotiana tabacum были выращены из семян в ящиках, запол-

ненных товарным субстратом - болотным мхом. Растения находились в оранжерее в условиях светового 
дня/ночи 16/8 и при температурном режиме: день -25°C/ночь - 20°C. Через три недели после посева рост-
ки вынимали, пересаживали в горшки и выращивали в оранжерее еще три недели при тех же условиях 
внешней среды. Перед трансформацией в различные моменты времени удаляли апикальные и пазушные 
почки, как указано ниже, либо отщипывая почки с растения, либо обрабатывая растение химическим 
реагентом. 

После трансфекции каждой из конструкций Agrobacteria выращивали на среде YEB (бульон с 
дрожжевым экстрактом) с добавлением 10 мМ 2-[N-морфолино]этансульфоновой кислоты (MES),  
20 мкм ацетосирингона, 50 мкг/мл канамицина и 25 мкг/мл карбенициллина при pH 5,6 до достижения 
OD600 в интервале 0,6-1,6. Суспензии Agrobacterium центрифугировали перед использованием, затем 
продукт повторно суспендировали в среде для инфильтрации (10 мМ MgCl2 и 10 мМ MES, pH 5,6). 
Шприцевую инфильтрацию проводили, как описано в работе Liu and Lomonossoff (2002, Journal of  
Virological Methods, 105:343-348). Для вакуумной инфильтрации суспензии A. tumefaciens центрифуги-
ровали, продукт повторно суспендировали в среде для инфильтрации и оставляли на ночь при темпера-
туре 4°C. В день проведения инфильтрации партии культуры разбавляли в 2,5 объемах культуры и перед 
использованием оставляли для повышения температуры. Цельные растения N. benthamiana или  
N. tabacum помещали верхушкой вниз в бактериальную суспензию в герметичной емкости из нержа-
веющей стали и выдерживали в течение 2 мин в вакууме 20-40 торр. После шприцевой или вакуумной 
инфильтрации растения возвращали в оранжерею, где инкубировали в течение 4-5 суток перед сбором. 
Если не указано иное, осуществляли совместную инфильтрацию AGL1/35S-HcPro в отношении 1:1, за 
исключением штаммов с кассетами CPMV-HT, для которых проводили совместную инфильтрацию 
штаммами AGL1/R472 в отношении 1:1. 

4. Отбор образцов листьев и экстракция суммарного белка. 
После инкубации надземную часть растений собирали, замораживали при -80°C и разделяли на 

куски. Суммарные растворимые белки экстрагировали, гомогенизируя (Polytron) каждую пробу расти-
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тельного материала, измельченного в замороженном виде, в 3 объемах холодной среды, состоящей из  
50 мМ Трис pH 7,4, 0,15 М NaCl и 1 мМ фенилметансульфонилфторида. После гомогенизации получен-
ные образцы жидкой массы центрифугировали при 20000×g в течение 20 мин при 4°C и полученные про-
зрачные сырые экстракты (супернатанты) оставляли для анализа. Суммарное содержание белка в про-
зрачных сырых экстрактах определяли методом Бредфорда (Bio-Rad, Геркулес, Калифорния), стандарт - 
бычий сывороточный альбумин. 

5. Эксклюзионная хроматография экстрактов белка. 
Колонки для эксклюзионной хроматографии (ЭХ) с 32 мл насадки Sephacryl S-500 HR (S-500 HR: 

GE Healthcare, Упсала, Швеция, кат. № 17-0613-10) приводили в равновесие с буфером/подвижной фазой 
(50 мМ Трис, pH 8, 150 мМ NaCl). 1,5 мл сырого экстракта белка наносили на колонку, после чего элюи-
ровали 45 мл буфера/подвижной фазы. Элюат собирали в виде фракций объемом по 1,5 мл. Относитель-
ное содержание белка в элюированных фракциях контролировали, смешивая 10 мкл фракции с 200 мкл 
разбавленного реагента-красителя Bio-Rad для белков (Bio-Rad, Геркулес, Калифорния). Колонку про-
мывали двукратным объемом 0,2н. NaOH (по отношению к объему колонки), а затем десятикратным 
объемом смеси 50 мМ Трис, pH 8, 150 мМ NaCl, 20% этанол. После каждого разделения проводили гра-
дуировку колонки красителем декстран голубой 2000 (GE Healthcare Bio-Science Corp., Пискатавэй, Нью-
Джерси, США). При каждом разделении сопоставляли профили элюирования декстрана голубого 2000 и 
растворимых белков растения-хозяина для обеспечения неизменности профиля элюирования от колонки 
к колонке. 

6. Анализ белка и иммуноблоттинг. 
Концентрацию белков определяли методом анализа с БСА (Pierce Biochemicals, Рокпорт, Илли-

нойс). Белки разделяли электрофорезом на ДДС-Na-ПААГ в восстанавливающих условиях и окрашивали 
кумасси синим. Окрашенные гели исследовали и проводили денситометрический анализ с применением 
программного обеспечения ImageJ Software (NIH). 

Белки из элюированных хроматографических фракций осаждали ацетоном (Bollag et al., 1996), по-
вторно суспендировали в 1/5 объема буфера/подвижной фазы, разделяли электрофорезом на  
ДДС-Na-ПААГ в восстанавливающих условиях и переносили методом электроблоттинга на поливини-
лендифторидные (ПВДФ) мембраны (Roche Diagnostics Corporation, Индианаполис, Индиана) для имму-
нологического анализа. Перед иммуноблоттингом мембраны выдерживали в 5%-ном молоке и 0,1% 
Твин-20 в солевом растворе Трис буфера (TBS-T) в течение 16-18 ч при 4°C. 

Иммуноблоттинг проводили инкубированием с подходящим антителом (табл. 7), в 2 мкг/мл 2% 
снятого молока в буфере TBS-Твин 20 0,1%. Вторичные антитела, использованные для хемилюминес-
центного обнаружения (перечислены в табл. 4), были разведены, как указано, в 2% снятого молока в 
TBS-Твин 20 0,1%. Иммунореактивные комплексы обнаруживали на основе хемилюминесценции в при-
сутствии субстрата-люминола (Roche Diagnostics Corporation). Конъюгацию пероксидазы хрена с антите-
лом IgG человека проводили с помощью набора EZ-Link Plus Activated Peroxidase (Pierce, Рокфорд, 
Иллинойс). Цельный инактивированный вирус (ЦИВ), который использовали в качестве контроля для 
обнаружения подтипов H1, H3 и В, приобретали в Национальном институте биологических стандартов и 
контроля (NIBSC). 
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Таблица 7 
Условия электрофореза, антитела и разведение для иммуноблоттинга  

белков, полученных экспрессией 

 

 
FII: Fitzgerald Industries International, Конкорд, Миннесота, США; 
NIBSC: Национальный институт биологических стандартов и контроля (National Institute for  
Biological Standards and Control); 
JIR: Jackson ImmunoResearch, Вест-Грув, Пенсильвания, США; 
BEI NR: Репозиторий исследовательских ресурсов по биозащите и новым инфекциям (Biodefense 
and emerging infections research resources repository); 
ITC: Immune Technology Corporation, Вудсайд, Нью-Йорк, США; 
TGA: Управление лечебной продукции (Therapeutic Goods Administration), Австралия. 
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Определение гемагглютинации H5 основано на способе, описанном в публикации Nayak and Reichl 
(2004). Кратко, готовили серию двукратных разведений испытуемых проб (100 мкл) в V-образных 96-
луночных планшетах для микротитрования, содержащих 100 мкл солевого фосфатного буфера (PBS), 
помещая 100 мкл разведенного образца в каждую лунку. В каждую лунку добавляли 100 мкл 0,25%-ной 
суспензии эритроцитов индейки (Bio Link Inc., Сиракузы, Нью-Йорк) и инкубировали 2 ч при комнатной 
температуре. Обратную величину максимального разведения, при котором еще происходила полная ге-
магглютинация, записывали как активность HA. Параллельно разводили в PBS стандартный образец ре-
комбинантного HA (А/Вьетнам/1203/2004 H5N1) (Protein Science Corporation, Мериден, Коннектикут) и 
помещали на каждый планшет в качестве контроля. 

7. Ультрацентрифугирование в градиенте сахарозы. 
По 1 мл фракций 9, 10 и 11, полученных при гель-хроматографии H5-содержащей биомассы,  

объединяли, помещали в ступенчатый градиент плотности сахарозы (20-60% мас./об.) и центрифугиро-
вали в течение 17,5 ч при 125000×g (4°C). Градиент фракционировали на 19 фракций объемом 3 мл, на-
чиная с верхней фракции, и диализом удаляли сахарозу перед проведением иммунологического анализа 
и анализа гемагглютинации. 

8. Электронная микроскопия. 
Для исследования по 100 мкл образцов помещали в пробирки ультрацентрифуги Airfuge (Beckman 

Instruments, Пало Альто, Калифорния, США). На дно пробирок ставили сетки и центрифугировали в те-
чение 5 мин при 120000 g. Сетку вынимали, осторожно сушили и помещали на каплю 3%-ной фосфо-
вольфрамовой кислоты при pH 6 для окрашивания. Сетки исследовали с помощью просвечивающего 
электронного микроскопа (ПЭМ) Hitachi 7100 (микрофотографии приведены на фиг. 14B, 15B и 15C). 

Для получения микрофотографий (фиг. 19) фрагменты листа размером около 1 мм3 фиксировали в 
буфере PBS, содержащем 2,5% глутарового альдегида, и промывали PBS, содержащим 3% сахарозы, а 
затем дофиксировали 1,33%-ным тетраоксидом осмия. Фиксированные образцы заключали в смолу 
Spurr, и ультратонкие пленки помещали на сетку. Перед исследованием образцы окрашивали 5%-ным 
раствором уранилацетата и 0,2%-ным раствором цитрата свинца. Сетки исследовали под просвечиваю-
щим электронным микроскопом Hitachi 7100. 

9. Анализ липидов плазматической мембраны. 
Плазматические мембраны (ПМ) получали из листьев табака и культивированных клеток BY2 по-

сле фракционирования, как описано Mongrand et al., распределяя их в водно-полимерной двухфазной 
системе, содержащей полиэтиленгликоль 3350/декстран T-500 (по 6,6%). Все стадии проводили при 4°C. 

Липиды экстрагировали из разных фракций и очищали по методу Блая и Дайера. Полярные и ней-
тральные липиды разделяли одномерной высокоэффективной ТСХ с системами растворителей, описан-
ными Lefebvre et al. Липиды фракций ПМ обнаруживали после окрашивания ацетатом меди, как описано 
в работе Macala et al. Липиды идентифицировали сравнением их времени миграции со стандартом (все 
стандарты были получены от фирмы Sigma-Aldrich, Сент-Луис, Миссури, США, кроме SG, который был 
получен от Matreya, Плезант Гэп, Пенсильвания, США). 

10. Очистка ВЧ H5 (А/Индонезия/5/2005). 
Замороженные листья растения N. benthamiana, инфильтрованные конструкцией 660, гомогенизи-

ровали в 1,5 объемах 50 мМ Трис, pH 8, 150 мМ NaCl и 0,04% метабисульфита натрия с помощью в ком-
мерческого блендера. К полученному экстракту добавляли 1 мМ фенилметансульфонилфторида 
(ФМСФ). Величину pH приводили к 6 добавлением 1 М уксусной кислоты, после чего нагревали при 
42°C в течение 5 мин. К термообработанному экстракту прибавляли диатомовую землю (ДЗ) для адсорб-
ции примесей, осажденных при сдвиге pH и термообработке, и полученную массу фильтровали через 
фильтр из ватмана. Полученный прозрачный экстракт центрифугировали при 10000×g в течение 10 мин 
при комнатной температуре для удаления остатков ДЗ, пропускали через фильтры Acropack 20,  
0,8/0,2 мкм, и наносили на колонку для аффинной хроматографии с фетуин-агарозой (Sigma-Aldrich, 
Сент-Луис, Миссури, США). После стадии промывки в 400 мМ NaCl, 25 мМ Трис, pH 6, связанные белки 
элюировали 1,5 М NaCl, 50 мМ MES, pH 6. К элюированным ВЧ добавляли Твин-80 до концентрации 
0,0005 об.%. Полученные ВЧ концентрировали на мембране MWCO Amicon, 100 кДа, центрифугировали 
при 10000×g в течение 30 мин при 4°C и повторно суспендировали в буфере PBS, pH 7,4, содержащем 
0.01% Твин-80 и 0,01% тимерозала. Суспендированные ВЧ стерилизовали фильтрацией перед использо-
ванием. 

11. Испытание на животных. 
Мыши. 
Для исследования иммунного ответа на введение ВЧ брали самок мышей линии BALB/c (Charles 

River Laboratories) возрастом 6-8 недель. Семьдесят мышей случайным образом делили на 14 групп по 
пять животных в каждой. В восьми группах проводили внутримышечную иммунизацию, а в шести груп-
пах - интраназальную. Во всех группах иммунизацию проводили по двухдозовой схеме, причем доба-
вочную дозу вводили через три недели после первой. 
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При внутримышечной иммунизации в заднюю лапу мыши вводили без анестезии либо полученную 
в растении вакцину ВЧ H5 (А/Индонезия/5/2005 (H5N1) (0,1, 1, 5 или 12 мкг), либо контроль - антиген 
гемагглютинин (H5). Контрольный H5 представлял собой рекомбинантный растворимый гемагглютинин, 
полученный на основе штамма А/Индонезия/5/05 H5N1 и выделенный из культуры клеток 293 (Immune 
Technology Corp., Нью-Йорк, США) (применяли 5 мкг на 1 инъекцию, если не указано иное). В качестве 
контроля служил буфер PBS. Данный антиген состоит из аминокислот 18-530 белка HA и имеет His-tag и 
модифицированный сайт расщепления. Данными электронной микроскопии подтверждено, что данный 
товарный продукт не находится в форме ВЧ. 

Для выявления влияния адъюванта двум группам животных вводили 5 мкг полученной в растении 
вакцины ВЧ H5 плюс один объем 2% Al-гидрогеля (квасцы, Accurate Chemical & Scientific Corporation, 
Вестбери, Нью-Йорк, США) либо 5 мкг рекомбинантного гемагглютинина, выделенного из культуры 
клеток 293 плюс 1 объем квасцов. 70 мышей случайным образом делили на 14 групп по пять животных в 
каждой. В восьми группах проводили внутримышечную иммунизацию, а в шести группах - интраназаль-
ную. Во всех группах иммунизацию проводили по двухдозовой схеме, причем добавочную дозу вводили 
через три недели после первой. 

При внутримышечной иммунизации в заднюю лапу мыши вводили без анестезии либо полученную 
в растении вакцину ВЧ H5 (0.1, 1, 5 или 12 мкг), либо контроль - антиген гемагглютинин (5 мкг), либо 
PBS. Перед иммунизацией все препараты антигена смешивали в отношении 1:1 с 1% Al-гидроогеля 
(квасцы, 20 Accurate Chemical & Scientific Corporation, Вестбери, Нью-Йорк, США). Для оценки влияния 
адъюванта двум группам животных вводили либо 5 мкг полученной в растении вакцины ВЧ H5, либо  
5 мкг контроля - антигена HA без адъюванта. 

При интраназальном введении мыши получали кратковременную анестезию вдыханием изофлурана 
в автоматической индукционной камере, после чего проводили иммунизацию введением в каждую нозд-
рю по капле (4 мкл) полученной в растении ВЧ-вакцины (0,1 или 1 мкг), контроля - антигена HA (1 мкг) 
или PBS. Перед иммунизацией все препараты антигена были смешаны с 1% хитозан глутамата (Protosan, 
Novamatrix/FMC BioPolymer, Норвегия). Затем мыши вдыхали растворы. Для оценки влияния адъюванта 
при интраназальном пути введения двум группам животных проводили иммунизацию 1 мкг полученной 
в растении вакцины ВЧ H5 или 1 мкг контроля - антигена HA. 

Хорьки. 
Для испытания брали 10 групп по 5 хорьков (самцы, возраста 18-24 недели, массой около 1 кг). 

Схема иммунизации для каждой группы приведена в табл. 8. В качестве адъюванта применяли Al-
гидроогель (квасцы) (Superfos Biosector, Дания), 2% (окончательно:=1%). В состав вакцины входили 
мембраноассоциированные ВЧ штамма А/Индонезия/5/05 (H5N1), полученные как описано в настоящем 
документе. Контрольная вакцина (положительный контроль) представляла собой полностью гликозили-
рованный, связанный с мембраной рекомбинантный H5 из штамма Индонезия, полученный с помощью 
аденовируса в культуре клеток 293 компанией Immune Technology Corporation (ITC). 

Таблица 8 
Схемы иммунизации по группам 

 
*в.м.: внутримышечно. 

В ходе испытаний регулярно оценивали общее состояние и внешний вид хорьков (массу тела, рек-
тальную температуру, положение тела, мех, траектории перемещения, дыхание, помет). Животные полу-
чали внутримышечные инъекции (общий объем 0,5-1,0) в четырехглавую мышцу на 0-, 14- и 28-е сутки 
(для схем, включающих адъювант, вакцину смешивали с Al-гидроогелем в отношении 1:1 по объему не-
посредственно перед иммунизацией). Образцы сыворотки отбирали на 0-е сутки (перед иммунизацией) и 
на 21- и 35-е сутки. Животных забивали (обескровливание/сердечная пункция) на 40-45-е сутки, селезен-
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ку забирали для исследования и проводили вскрытие. 
Титры антител против вируса гриппа можно определить твердофазным ИФА (ELISA) с помощью 

гомо- или гетерологичных инактивированных вирусов H5N1. 
Титры антител ингибирования гемагглютинации образцов сыворотки (до вакцинации, 21-е сутки, 

35-е сутки) оценивали методом микротитрования HAI, как описано в работе (Aymard et al., 1973). Кратко, 
сыворотки предварительно обрабатывали рецептор-разрушающим ферментом, термически инактивиро-
вали и смешивали с суспензией эритроцитов (отмытые красные кровяные клетки). Рекомендуются отмы-
тые эритроциты лошади (10%) производства компании Lampire, и, учитывая, что результаты анализа мо-
гут различаться в зависимости от источника эритроцитов (в зависимости от лошади), испытывали отмы-
тые эритроциты от 10 лошадей и выбирали наиболее чувствительную партию. В качестве альтернативы 
возможно применение эритроцитов индейки. Титры антител выражали как обратную величину макси-
мального разведения, при котором гемагглютинация еще полностью ингибируется. 

Титры перекрестного ответа HAI: титры HAI хорьков, привитых вакциной против штамма 
А/Индонезия/5/05 (клада 2.1), определяли с помощью инактивированных штаммов гриппа H5N1 из дру-
гой субклады или клады, например штаммов клады 1 Вьетнам-А/Вьетнам/1203/2004 и 
А/Вьетнам/1194/2004, или А/Аньхой/01/2005 (субклада 2.3), или А/индейки/Турция/1/05 (субклада 2.2). 
Все анализы проводили на индивидуальных образцах. 

Анализ полученных данных: статистический дисперсионный анализ (ANOVA) проводили для всех 
полученных данных с целью выяснения, являются ли обнаруженные различия статистически значимыми. 

Методика эксперимента по летальному инфицированию (мыши). 
128 мышей случайным образом делили на 16 групп по восемь животных в каждой, при этом одна 

группа не получала ни прививки, ни инфицирования (отрицательный контроль). Все группы прививали 
внутримышечно по двухдозовой схеме, причем добавочную дозу вводили через две недели после первой. 

При внутримышечной иммунизации в задние лапы мышей вводили без анестезии либо полученную 
в растении вакцину ВЧ H5 (1, 5 или 15 мкг), либо антиген HA в качестве контроля (15 мг), либо PBS. 
Перед иммунизацией все препараты антигена смешивали с одним объемом 1%-ного Al-гидроогеля 
(квасцы, Accurate Chemical & Scientific Corporation, Вестбери, Нью-Йорк, США). 

В период иммунизации мышей взвешивали один раз в неделю и осматривали место укола для обна-
ружения местной реакции. 

Через 22 суток после второй иммунизации проводили контрольное заражение мышей после анесте-
зии в лаборатории системной защиты BL4 (P4-Jean Merieux-INSERM, Лион, Франция) интраназально 
(и.н.) действием дозы 4,09×106 50%-ной клеточной культуры (CCID50), инфицированной вирусом гриппа 
А/Турция /582/06 (любезно предоставлена Др. Бруно Лина, Лионский Университет, Лион, Франция). По-
сле заражения вели наблюдение за мышами для обнаружения клинических симптомов и мышей еже-
дневно взвешивали в течение 14 суток. Мышей с тяжелыми симптомами инфекции и с потерей массы 
более >25% усыпляли под анестезией. 

Сбор крови, смывы из легких и из носа и сбор селезенок. 
Сбор крови из боковой подкожной вены проводили без анестезии через 14 суток после первой им-

мунизации и через 14 суток после повторной иммунизации. Сыворотку собирали центрифугированием 
при 8000×g в течение 10 мин. 

Через четыре недели после второй иммунизации мышам давали наркоз в виде газообразного CO2 и 
сразу после окончания проводили сердечную пункцию для забора крови. 

После забора крови вводили в трахею катетер в направлении легких и в шприц малой емкости, при-
соединенный к катетеру, помещали 1 мл холодного раствора коктейля ингибиторов протеаз в PBS, затем 
впрыскивали раствор в легкие и отбирали на анализ. Указанную процедуру промывки повторяли дваж-
ды. Смывы из легких центрифугировали для удаления продуктов распада клеток. Для получения смывов 
из носа катетер вводили в носовую область, через катетер в носовой ход впрыскивали 0,5 мл раствора 
коктейля ингибиторов протеаз в PBS и собирали жидкость. Смывы из носа центрифугировали для удале-
ния продуктов распада клеток. Селезенки собирали у мышей, получивших внутримышечную иммуниза-
цию полученной в растении вакциной (5 мкг) с адъювантом или рекомбинантным антигеном H5 (5 мкг) с 
адъювантом, а также у мышей, получивших интраназальную иммунизацию полученной в растении вак-
циной (1 мкг) с адъювантом или рекомбинантным антигеном H5 (1 мкг) с адъювантом. Собранные селе-
зенки помещали в среду RPMI с добавлением гентамицина и измельчали в конической пробирке объе-
мом 50 мл поршнем шприца на 10 мл. Измельченные селезенки дважды промывали и центрифугировали 
при 2000 об/мин в течение 5 мин, а затем повторно суспендировали в буфере для лизиса ACK в течение 5 
мин при комнатной температуре. Спленоциты промывали смесью PBS - гентамицин, повторно суспенди-
ровали в 5%-ной среде RPMI и считывали. Спленоциты служили для анализа пролиферации. 

Титы антител. 
Титры антител к вирусу гриппа в сыворотках определяли через 14 суток после первой иммуниза-

ции, а также через 14 и 28 суток после второй иммунизации. Титры определяли методом твердофазного 
иммуноферментного анализа (тИФА) с использованием инактивированного вируса А/Индонезия/5/05 в 
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качестве антигена покрытия. Конечные титры выражали в виде обратной величины максимального раз-
ведения, при котором величина оптической плотности была хотя бы на 0,1 выше, чем в образцах отрица-
тельного контроля. 

Для определения класса антител (IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM) оценивали титры методом тИФА, 
как описано ранее. 

Титры ингибирования гемагглютинации (HI). 
Титры ингибирования гемагглютинации (HI) сывороток определяли через 14 и 28 суток после вто-

рой иммунизации, как описано ранее (WHO 2002; Kendal 1982). Для тестирования образцов мышиной 
сыворотки на активность HI использовали инактивированные вирусы штаммов А/Индонезия/5/05 и 
А/Вьетнам/1203/2004. Предварительно сыворотки обрабатывали рецептор-разрушающим ферментом II 
(RDE II) (Denka Seiken Co., Токио, Япония), полученным из Vibrio cholerae (Kendal 1982). Измерение HI 
проводили с 0,5% эритроцитов индейки. Титры антител HI выражали в виде обратной величины макси-
мального разведения, при котором еще наблюдалось полное ингибирование агглютинации. 

Примеры 

Пример 1. Временная экспрессия гемагглютинина вируса гриппа А/Индонезия/5/05 (H5N1) при  
агроинфильтрации в растения N. Benthamiana. 

Способность систем временной экспрессии продуцировать гемагглютинин вируса гриппа опреде-
ляли при экспрессии подтипа H5 из штамма А/Индонезия/5/05 (H5N1). Как показано на фиг. 11, коди-
рующую последовательность гена гемагглютинина (GenBank рег. № EF541394) с нативным сигнальным 
пептидом и трансмембранным доменом собирали сначала в виде кассеты экспрессии на основе пласто-
цианина, включающей участки промотора, 5'HTO, 3'HTO и участок терминации транскрипции из гена 
пластоцианина люцерны, затем собранную кассету (660) вставляли в бинарную плазмиду pCAMBIA. 
Указанную плазмиду трансфицировали в Agrobacterium (AGL1), создавая рекомбинантный штамм 
AGL1/660, который и использовали для временной экспрессии. 

Проводили инфильтрацию растения N. benthamiana штаммом AGL1/660 и после инкубации в тече-
ние шести суток собирали листья. Для подтверждения накопления H5 в агроинфильтрованных листьях 
сначала экстрагировали белок из ткани листьев, а затем проводили вестерн-блоттинг с поликлональными 
антителами против H5 (Вьетнам). В экстрактах обнаруживалась единственная полоса при 72 кДа  
(фиг. 12), что соответствует по размеру нерасщепленной форме HA0 гемагглютинина вируса гриппа. 
Товарный H5, служивший положительным контролем (А/Вьетнам/1203/2004; Protein Science Corp., Ме-
риден, Коннектикут, США), давал две полосы около 48 и 28 кДа, что соответствует молярной массе 
фрагментов HA1 и HA2. Таким образом, экспрессия H5 в инфильтрованных листьях приводит к накоп-
лению нерасщепленного продукта трансляции. 

Образование активных тримеров HA было подтверждено по способности сырых экстрактов белка 
из листьев, трансформированных AGL1/660, агглютинировать эритроциты индейки (данные не  
показаны). 

Пример 2. Исследование гемагглютинин-содержащих структур в экстрактах растений методом экс-
клюзионной хроматографии. 

Организацию полученного в растении гемагглютинина вируса гриппа в высокомолекулярные 
структуры оценивали методом гель-хроматографии. Сырые экстракты белка растений, инфильтрованных 
AGL1/660 (1,5 мл), фракционировали методом эксклюзионной хроматографии (ЭХ) на колонках  
Sephacryl S-500 HR (GE Healthcare Bio-Science Corp., Пискатавэй, Нью-Джерси, США). В элюирован-
ных фракциях определяли общее содержание белка и содержание HA методом иммунологического ана-
лиза с антителами против HA (фиг. 13A). Как видно на фиг. 13A, основное количество голубого декстра-
на (2 МДа) при элюировании находилось во фракции 10, а основная масса белков-хозяев оставалась в 
колонке и выходила между фракциями 14 и 22. После (пятикратного) концентрирования белков из  
200 мкл каждой фракции ЭХ осаждением ацетоном с последующим анализом методом вестерн-
блоттинга (фиг. 15A, H5) гемагглютинин (H5) был обнаружен в основном во фракциях 9-14 (фиг. 13В). 
Не желая ограничиваться конкретной теорией, можно предположить, что белок HA либо организован в 
крупную сверхструктуру, либо присоединен к высокомолекулярной структуре. 

Вторую экспрессирующую кассету собирали с последовательностью нуклеиновой кислоты H1 из 
штамма А/Новая Каледония/20/99 (H1N1) (SEQ ID NO: 33; фиг. 16; GenBank рег. № AY289929), что да-
вало конструкцию 540 (фиг. 11). Конструкцию химерного гена создавали таким образом, что получалась 
растворимая тримерная форма H1, где сигнальный пептид происходил из гена протеиндисульфидизоме-
разы растительного происхождения, а трансмембранный домен H1 был заменен вариантом pII лейцино-
вой застежки GCN4 - пептидом, который известен самоорганизацией в тримеры (Harbury et al., 1993) 
(кассета 544, фиг. 11). Несмотря на отсутствие трансмембранного домена, данная растворимая тримерная 
форма оказалась способна к гемагглютинации (данные не показаны). 

Экстракты белка из растений, инфильтрованных AGL1/540 или AGL1/544, фракционировали мето-
дом ЭХ, и наличие H1 в элюированных фракциях определяли методом вестерн-блоттинга с антителами 
против вируса гриппа A (Fitzgerald, Конкорд, Миннесота, США). В листьях, инфильтрованных 
AGL1/540, H1 преимущественно накапливался в виде высокомолекулярной структуры, при этом пик был 
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скошен к структурам меньшего размера (H1; фиг. 13C). В листьях, инфильтрованных AGL1/544, накап-
ливалась растворимая форма H1 в виде изолированных тримеров, как показывает совпадение профиля 
элюирования при гель-хроматографии с профилями элюирования белка-хозяина (растворимый H1;  
фиг. 13D). При этом розеточный H1 (Protein Science Corp., Мериден, Коннектикут, США), состоящий из 
мицелл, включающих 5-6 тримеров гемагглютинина, выходил во фракциях 12-16 (фиг. 13E), т.е. ранее, 
чем растворимая форма H1 (фиг. 13D), но позже, чем нативный H1 (фиг. 13C). 

Для оценки влияния коэкспрессии M1 на организацию гемагглютинина в структуры собирали кас-
сету экспрессии M1 с нуклеиновой кислотой, соответствующей кодирующей последовательности 
A/PR/8/34 (H1N1) M1 (SEQ ID NO: 35; фиг. 18; GenBank рег. № NC-002016). Конструкция получила на-
звание 750, она представлена на фиг. 11. Для коэкспрессии M1 и H1 равные объемы суспензий AGL1/540 
и AGL1/750 смешивали перед инфильтрацией. Совместная инфильтрация множественными суспензиями 
Agrobacteriums позволяет проводить коэкспрессию множественных трансгенов. Вестерн-блоттинг фрак-
ций ЭХ показывает, что коэкспрессия M1 не меняет профиль элюирования структур H1, но снижает уро-
вень накопления H1 в листьях после агроинфильтрации (см. фиг. 13F). 

Пример 3. Выделение структур H5 центрифугированием в градиенте сахарозы и исследование под 
электронным микроскопом. 

Для исследования структуры гемагглютинина под электронным микроскопом (ЭМ) требуются бо-
лее высокая концентрация и уровень очистки, чем можно получить в результате ЭХ сырых экстрактов 
белка из листьев. Чтобы провести исследование структуры H5 с помощью ЭМ, сырой экстракт белка из 
листьев концентрировали осаждением ПЭГ (20% ПЭГ), затем повторно суспендировали в 1/10 объема 
буфера для экстракции. Концентрированный экстракт белка фракционировали с помощью гель-
хроматографии на S-500 HR и фракции 9, 10 и 11 (в соответствии со свободным объёмом колонки) объе-
диняли и далее отделяли от белков хозяина ультрацентрифугированием на 20-60%-ном градиенте плот-
ности сахарозы. Градиент плотности сахарозы фракционировали, начиная с верхней фракции, и перед 
проведением анализа фракции диализовали и концентрировали на центробежном фильтре 100 NMWL 
(номинальный предел молекулярной массы). Как показывают результаты вестерн-блоттинга и исследо-
вания гемагглютинации (фиг. 14A), H5 в основном накапливался во фракциях 16-19, где содержалось 
около 60% сахарозы, а основное количество белков хозяина оказалось во фракции 13. Фракции 17, 18 и 
19 объединяли, негативно окрашивали и исследовали под ЭМ. В образце отчетливо наблюдались струк-
туры сферической формы с зазубренными краями размером от 80 до 300 нм, которые по морфологиче-
ским характеристикам соответствовали ВЧ вируса гриппа (фиг. 14B). 

Пример 4. Очистка ВЧ вируса гриппа H5 из растительной биомассы. 
Помимо значительного содержания растворимого белка, экстракты из листьев растений содержат 

сложную смесь растворимых сахаров, нуклеиновые кислоты и липиды. Сырой экстракт осветляли изме-
нением pH и термической обработкой с последующей фильтрацией через диатомовую землю. (Более по-
дробное описания метода осветления приведено в разделе "Материалы и методы"). На фиг. 15А (дорож-
ки 1-4) представлен окрашенный кумасси синим гель, показывающий содержание белка на различных 
стадиях процесса осветления. Сравнение содержания белка в сыром экстракте (дорожка 1) и в осветлен-
ном экстракте (дорожка 4) показывает снижение суммарного содержания белка и удаление большей час-
ти основной примеси, которая наблюдается в сыром экстракте из листьев при 50 кДа, на различных ста-
диях процесса осветления. Полоса при 50 кДа относится к большой субъединице RuBisCO, к которой 
относится до 30% суммарного белка листьев. 

Из осветленных экстрактов выделяли ВЧ H5 вируса гриппа методом аффинной хроматографии на 
колонке с фетуином. Сравнение фракции, помещенной на колонку (фиг. 15A, дорожка 5), с проходящими 
(фиг. 15A, дорожка 6) и элюированными ВЧ (фиг. 15A, дорожка 7) показывает специфичность колонки с 
фетуином в отношении ВЧ 

H5 вируса гриппа в осветленном растительном экстракте. 
В результате процесса очистки достигается чистота H5 более 75% по данным денситометрии на 

ДДС-Na/ПААГ геле, окрашенном кумасси синим (фиг. 15A, дорожка 7). Для оценки структурного каче-
ства очищенного продукта очищенный H5 концентрировали на центробежном фильтре 100 NMWL (но-
минальный предел молекулярной массы), а затем исследовали под ЭМ после негативного окрашивания. 
На фиг. 15B приведен репрезентативный участок, на котором видно присутствие большого количества 
ВЧ. Более тщательное исследование показывает наличие выступов на ВЧ (фиг. 15C). 

Как показано на фиг. 15D, после аффинной хроматографии на колонке с фетуином ВЧ H5, выде-
ленные из осветленного экстракта листьев, имели степень чистоты около 89% на основе плотности ок-
рашенного кумасси синим гемагглютинина H5 и на основе определения суммарного содержания белка 
методом с бицинхониновой кислотой (ВСА). 

Биологическую активность ВЧ HA подтверждали по их способности агглютинировать эритроциты 
индейки (данные не приведены). 

Данные фиг. 15D подтверждают идентичность очищенных ВЧ, визуализованных методом  
вестерн-блоттинга и иммунологического анализа с поликлональной сывороткой против H5 
(А/Вьетнам/1203/2004). Обнаруживается единственная полоса при 72 кДа, что соответствует нерасщеп-
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ленной форме HA0 гемагглютинина вируса гриппа. На фиг. 15C приведено строение вакцины, представ-
ляющей собой ВЧ с покрывающими ее гемагглютининновыми выступами. 

Для иммунизации мышей ВЧ вводили в состав рецептуры путем фильтрации через фильтр с разме-
ром отверстий 0.22 мкм; содержание эндотоксина определяли с помощью набора для LAL-теста (лизат 
амебоцитов Лимулюс) на эндотоксины (Lonza, Уолкервиль, Миссури, США). Фильтрованная вакцина 
содержала 105.8 ±11.6% ЭдЕ/мл (эндотоксиновых единиц/мл). 

Пример 5. Локализация ВЧ вируса гриппа в растениях. 
Для локализации ВЧ и подтверждения их образования из плазматической мембраны готовили тон-

кие срезы листьев H5-продуцирующих растений и исследовали их методом ПЭМ после положительного 
окрашивания. Исследование клеток листьев указывает на наличие ВЧ во внеклеточных кавернах, образо-
ванных при втягивании плазматической мембраны (фиг. 19). Форма и расположение наблюдаемых ВЧ 
показывают, что, несмотря на аппозицию их плазматических мембран на стенке клетки, клетки растения 
обладают достаточной пластичностью для продуцирования ВЧ вируса гриппа из своей плазматической 
мембраны и накопления их в апопластическом пространстве. 

Пример 6. Анализ липидов плазматической мембраны. 
Дальнейшее подтверждение состава и происхождения ВЧ вируса гриппа в растениях было получе-

но при анализе содержания липидов. Липиды экстрагировали из очищенных ВЧ и их состав сравнивали с 
составом липидов высоко очищенной плазматической мембраны табака методом высокоэффективной 
тонкослойной хроматографии (ВЭ-ТСХ). Траектории миграции полярных и нейтральных липидов из ВЧ 
и плазматических мембран, использованных в качестве контроля, были аналогичны. Очищенные ВЧ со-
держали основные фосфолипиды (фосфатидилхолин и фосфатидилэтаноламин) и сфинголипиды (глико-
зил-церамид), присутствующие в плазматической мембране (фиг. 27A), а также в обоих случаях обнару-
жены свободные стерины как единственный вид нейтральных липидов (фиг. 27B). Однако иммунологи-
ческий анализ белка-маркера плазматической мембраны (АТФаза) в экстрактах очищенных ВЧ показал, 
что липидный бислой ВЧ не содержит одного из основных белков, ассоциированного с плазматическими 
мембранами растений, что позволяет предположить, что белки-хозяева могли уйти из мембран в ходе 
почкования ВЧ из клеток растения (фиг. 27C). 

Пример 7. Иммуногенность ВЧ H5 и роль способа введения. 
Мышам вводили полученные в растении ВЧ H5 путем внутримышечной инъекции или интрана-

зальной ингаляции. Внутримышечно вводили от 0,1 до 12 мкг ВЧ с квасцами в качестве адъюванта в со-
ответствии с описанными способами. Максимальные титры антител наблюдали при минимальном коли-
честве антигена, соответствующем 5 мкг рекомбинантного растворимого гемагглютинина (H5)  
(фиг. 20A). 

От 0,1 до 1 мкг полученных в растении ВЧ H5 вводили интраназально с хитозаном в качестве адъ-
юванта а, получая более значительный гуморальный иммунный ответ, чем для рекомбинантного раство-
римого H5 с квасцами в роли адъюванта (фиг. 20B). 

При обоих способах введения и во всем интервале количества антигена сероконверсию наблюдали 
для всех испытуемых мышей. Рекомбинантный растворимый антиген H5 вызывал низкий (<1/40) или 
пренебрежимо малый (1<1/10 в случае рекомбинантных H5 без адъюванта) титр HI. 

Пример 8. Титр антител по ингибированию гемагглютинации (HAI) для ВЧ H5. 
Фиг. 21A, B показывает гуморальный ответ по ингибированию гемагглютинации (HAI) через 14 су-

ток после добавочной иммунизации полученными в растении ВЧ H5 или рекомбинантным растворимым 
H5. Наименьшая доза антигена (0,1 мкг) при внутримышечном введении приводила к более высокому 
ответу чем десятикратная доза (5 мкг) рекомбинантного растворимого H5. Более высокие дозы ВЧ H5 
приводили к незначительному повышению HAI по сравнению с минимальной дозой. 

Ответ HAI после интраназального введения мышам полученных в растении ВЧ H5 (1,0 или 0,1 мкг) 
был значительно выше, чем в случае введения 1 мкг рекомбинантного растворимого H5, где результат 
был близок к отрицательному контролю. Все мыши, получившие внутримышечную инъекцию ВЧ H5 (от 
0,1 до 12 мкг), имели более высокие титры, чем мыши, получившие прививку контрольным антигеном 
H5 (фиг. 21A). Для одной и той же дозы, равной 5 мкг, ВЧ приводили к образованию в 20 раз более вы-
соких титров HAI, чем контрольный антиген H5. Также ВЧ давали значительно более высокие титры 
HAI по сравнению с контрольным антигеном HA при интраназальном введении (фиг. 21b). При одной и 
той же дозе ВЧ H5 уровень титров HAI был ниже для мышей, получивших прививку интраназально по 
сравнению с внутримышечной иммунизацией; 1 мкг ВЧ приводил к среднему титру HAI, равному 210, 
при в.м. введении, а та же доза при и.н. введении вызывала ответ титра HAI, равный 34. 

При внутримышечном введении все дозы ВЧ вызывали появление высокого уровня антител, спо-
собных связывать гомологичные цельные инактивированные вирусы (фиг. 20A и 24). Между вакциной 
на основе полученных в растении ВЧ и контрольным антигеном H5 не обнаружено значимых различий 
(не считая группы, получившей 12 мкг ВЧ, через 14 суток после дополнительной прививки), так как оба 
препарата антигенов приводят к появлению высоких титров связывающих антител против гомологичных 
штаммов. Однако при интраназальном введении ВЧ вызывали образование более высоких титров связы-
вающих антител, чем контрольный антиген H5 (фиг. 20B). После иммунизации 1 мкг ВЧ в смеси с хито-
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заном средняя обратная величина титра антител составляла 5500, что в 8,6 раз выше, чем уровень, обна-
руженный для мышей после иммунизации 1 мкг контрольного антигена HA (средняя обратная величина 
тира - 920). 

Далее иммуногенность ВЧ вируса гриппа растительного происхождения исследовали на мышах при 
варьировании дозы. Группы из пяти мышей линии BALB/c получали внутримышечную прививку (дву-
кратно с интервалом в три недели) 0,1-12 мкг ВЧ, содержащих HA из штамма А/Индонезия/5/05 (H5N1) 
в смеси с квасцами (в отношении 1:1). Титры ингибирования агглютинации (H1 или HAI) измеряли с 
помощью цельного инактивированного антигена вируса (А/Индонезия/5/05 (H5N1)) на сыворотках, соб-
ранных через 14 суток после повторной иммунизации. Иммунизация ВЧ в дозах лишь 0,1 мкг индуциро-
вала продукцию антител, которые ингибировали агглютинацию эритроцитов вирусами при большом раз-
ведении (фиг. 21A). Параллельная иммунизация мышей 5 мкг контрольного антигена H5 (также из 
штамма А/Индонезия/5/05), не являющегося ВЧ, но содержащего адъювант - квасцы, вызывает ответ HI, 
уступающий ответу, достигнутому с наиболее низкой дозой ВЧ, на 2-3 логарифмических единицы. 

При обоих способах введения и во всем интервале количеств антигена более высокий ответ HAI 
был получен у мышей, получавших ВЧ. 

Пример 9. Влияние адъюванта на иммуногенность ВЧ H5. 
Полученные в растении ВЧ H5 образованы из плазматической мембраны (фиг. 19, пример 5). Не 

желая ограничиваться конкретной теорией, считают, что оболочечные вирусы или ВЧ оболочечных ви-
русов обычно приобретают свою оболочку из мембраны, через которую они почкуются. Плазматические 
мембраны растений содержат фитостериновый комплемент, который редко (если вообще когда-либо) 
обнаруживается в клетках животных, причем для некоторых из этих стеринов была показана способ-
ность проявлять иммуностимулирующие действия. 

Полученные в растении ВЧ H5 вводили мышам внутримышечно (фиг. 22A) или интраназально 
(фиг. 22B) в присутствии или в отсутствие адъюванта и определяли показатель HAI (гуморальный ответ 
по подавлению гемагглютинации). ВЧ, введенные с добавлением или без добавления адъюванта (квасцы 
или хитозан, как в приведенных примерах), при обоих путях введения дали существенно более высокие 
значения ингибирования гемагглютинина HAI, чем рекомбинантный растворимый H5. Даже в отсутствие 
добавки адъюванта (т.е. квасцов или хитозана) полученный в растении ВЧ H5 показал достаточно высо-
кую величину HAI, указывающую на системный иммунный ответ на введение антигена. 

Квасцы повышали средний уровень титра HAI в 5 раз при внутримышечном введении ВЧ  
(фиг. 22A) и в 3,7 раз при введении контроля - антигена H5. После в.м. введения 5 мкг ВЧ средний титр 
HAI был в 12 раз выше, чем при введении соответствующей дозы контрольного антигена H5. Хитозан не 
изменял средний уровень HAI для контрольного антигена H5 (фиг. 22B), но повышал в пять раз среднюю 
величину HAI для мышей, получивших 1 мкг ВЧ интраназально. 

Пример 10. Изотипы антител. 
У мышей, привитых полученным в растении ВЧ H5 или рекомбинантным растворимым H5 в при-

сутствии или в отсутствие добавки адъюванта - квасцов, наблюдали различные изотипы иммуноглобу-
лина (фиг. 23A). 

В присутствии добавки адъюванта профили изотипов антител для ВЧ и рекомбинантного H5 анало-
гичны, доминирующим изотипом является IgG1. При введении ВЧ или рекомбинантного H5 без добавки 
адъюванта ответ IgG1 снижается, но остается доминирующим ответом изотипа на ВЧ, при этом IgM, 
IgG2a, IgG2B и IgG3 имеют титры, близкие к случаю присутствия адъюванта. Титры IgG1, IgG2a и IgG2b 
заметно снижаются при введении рекомбинантного H5 без добавки адъюванта (фиг. 23A). 

Таким образом, результаты показывают, что полученные в растении ВЧ не требуют добавки  
адъюванта для появления гуморального ответа в организме хозяина. 

Титры антител против штаммов цельного инактивированного вируса гриппа (А/Индонезия/5/05; 
А/Вьетнам/1203/04), найденные для мышей, привитых внутримышечно полученными в растении ВЧ или 
растворимым рекомбинантным HA в присутствии добавки антигена, показаны на фиг. 23B. Значитель-
ных различий в титрах антител против этих штаммов гриппа у мышей, получивших 1 мкг или 5 мкг ВЧ 
или 5 мкг растворимого HA, не обнаружено. 

Пример 11. Перекрестный ответ сывороточных антител, индуцированный вакциной на основе  
ВЧ H5. 

Перекрестный ответ сывороточных антител, индуцированный ВЧ H5, определяли по отношению к 
цельным инактивированным вирусам гриппа различных штаммов. Все дозы ВЧ (от 0,1 до 12 мкг), а так-
же доза 5 мкг контроля - антигена HA индуцировали высокие титры связывающих антител против 
штамма клады 1 (А/Вьетнам/1194/04), гомологичного штамма клады 2.1 А/Индонезия/5/05 и штамма 
клады 2.2 А/индейки/Турция/1/05 (фиг. 25A). 

Однако только полученные в растении ВЧ индуцировали титр HAI против штамма 
А/индейки/Турция/1/05 (фиг. 25b). Титры HAI против А/Индонезия/5/05 для ВЧ были высокими. 
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Пример 12. Перекрестный иммунитет, вызванный иммунизацией полученными в растении ВЧ H5. 
Мышей, которым ранее вводили ВЧ H5 штамма А/Индонезия/5/05 по двухдозовой схеме, как опи-

сано выше, подвергали интраназальному контрольному заражению инфективным вирусом гриппа 
А/Турция /582/06 (H5N1) (Турция H5N1) и наблюдали. Введенная доза на 1 животное составляла 10 LD50 
(4,09×105 CCID50). 

На седьмые сутки после заражения только 37.5% мышей, вакцинированных контролем - PBS, оста-
лись живыми после воздействия штамма Турция H5N1 (фиг. 26A). После введения контрольного антиге-
на (HA) или 1, 5, или 15 мкг ВЧ H5 Индонезия 100% животных оставались живыми на 17-е сутки после 
заражения, после чего эксперимент прекращали. 

В ходе эксперимента следили также за массой тела мышей и строили график средней массы живых 
мышей (фиг. 26B). Мыши, которым вводили 1, 5 или 15 мкг ВЧ H5 Индонезия до заражения, не показы-
вали значительной потери массы в ходе эксперимента, в частности мыши, получившие 5 мкг ВЧ, набра-
ли массу. Для мышей группы отрицательного контроля (без заражения штаммом Турция H5N1) не обна-
ружено ни значительного повышения, ни значительной потери массы тела. Для группы мышей положи-
тельного контроля (не получивших ВЧ, но зараженных штаммом Турция H5N1) наблюдали значитель-
ную потерю массы тела в ходе эксперимента, и три мыши из этой группы погибли. Так как масса тела 
считается как средняя величина для всех мышей данной категории, удаление "самых больных" мышей 
(три умершие особи) может привести к кажущемуся общему повышению массы. Однако обращает на 
себя внимание тот факт, что средняя масса тела в группе положительного контроля все же остается зна-
чительно ниже, чем в группе отрицательного контроля или в группе, привитой ВЧ. 

Таким образом, эти данные демонстрируют, что полученные в растении ВЧ вируса гриппа, вклю-
чающие вирусный белок гемагглютинин H5, индуцируют иммунный ответ, специфичный для патоген-
ных штаммов гриппа, и что вирусоподобные частицы могут почковаться из плазматической мембраны 
растения. 

Эти данные также показывают, что растения способны продуцировать вирусоподобные частицы 
вируса гриппа и также впервые показано, что вирусоподобные частицы могут почковаться из плазмати-
ческой мембраны растения. 

С помощью данной технологии временной экспрессии первая партия антигена была изготовлена 
уже через 16 суток после появления последовательности целевого HA. При существующих выходах ВЧ 
H5 и при примерной дозе, равной 5 мкг на 1 субъект, каждый килограмм инфильтрованного листа может 
продуцировать ~20000 доз вакцины. Уникальное сочетание простоты платформы, буферной емкости и 
высокой иммуногенности обеспечивает, помимо прочих осуществлений, новый вариант ответа в услови-
ях пандемии. 

Пример 13. Исследование гемагглютинин-содержащих (H1, H2, H3, H5, H6 и H9) структур в экс-
трактах растений методом эксклюзионной хроматографии. 

Организацию гемагглютинина вирусов гриппа различных подтипов, полученных в растении, в вы-
сокомолекулярные структуры оценивали методом гель хроматографии. Сырые или концентрированные 
экстракты белков из растений, инфильтрованных AGL1/660, AGL1/540-, AGL1/783-, AGL1/780-, 
AGL1/785- и AGL1/790- (1,5 мл) разделяли на фракции методом эксклюзионной хроматографии (ЭХ) на 
колонках с Sephacryl S-500 HR (GE Healthcare Bio-Science Corp., Пискатвэй, Нью-Йорк, США). Как 
показано на фиг. 46, голубой декстран (2 МДа) выходил из колонки в основном во фракции 10. Пяти-
кратное концентрирование белков из 200 мкг каждой ЭХ-фракции осаждением ацетоном с последующим 
вестерн-блоттингом показало (фиг. 46), что гемагглютинины концентрируются во фракциях 7-14, что 
указывает на внедрение HA в ВЧ. Не желая ограничиваться конкретной теорией, можно полагать, что 
белок HA либо организован в крупную сверхструктуру, либо присоединен к высокомолекулярной струк-
туре, независимо от продуцированного подтипа. На фиг. 46 показан H1 из штамма А/Новая Каледо-
ния/20/1999 и H3 из штамма А/Брисбен/10/2007, полученные из кассет, содержащих сигнальный пептид 
PDI. Согласно полученным результатам замена нативного сигнального пептида сигнальным пептидом 
PDI люцерны не влияет на способность HA к организации в частицы. 

Пример 14. Временная экспрессия гемагглютинина сезонного вируса гриппа при агроинфильтрации 
в растения N. benthamiana нуклеотидной последовательности дикого типа. 

Способность систем временной экспрессии продуцировать гемагглютинин сезонного вируса гриппа 
определяли по экспрессии подтипа H1 из штаммов А/Брисбен/59/2007 (H1N1) (плазмида #774), А/Новая 
Каледония/20/1999 (H1N1) (плазмида #540) и А/Соломоновы острова/3/2006 (H1N1) (плазмида #775), 
подтипа H3 из штаммов А/Брисбен/10/2007 (плазмида #776) и А/Висконсин/67/2005 (плазмида #777), а 
также типа B из штаммов В/Малайзия/2506/2004 (линия Виктория) (плазмида #778) и В/Флорида/4/2006 
(линия Ямагата) (плазмида #779). Кодирующие последовательности гена гемагглютинина сначала соби-
рали в экспрессирующую кассету на основе пластоцианина, содержащую участки промотора, 5'HTO, 
3'HTO и терминации транскрипции из гена пластоцианина люцерны. Собранные кассеты вставляли в 
бинарную плазмиду pCAMBIA. Плазмиды трансфицировали в Agrobacterium (AGL1), продуцирующие 
соответственно штаммы Agrobacterium AGL1/774, AGL1/540, AGL1/775, AGL1/776, AGL1/777, 
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AGL1/778 и AGL1/779. 
Проводили инфильтрацию растения N. benthamiana штаммами AGL1/774, AGL1/540, AGL1/775, 

AGL1/776, AGL1/777, AGL1/778 и AGL1/779 и после инкубации в течение шести суток собирали листья. 
Для подтверждения накопления H1 в агроинфильтрованных листьях белки сначала экстрагировали из 
ткани листьев и анализировали методом вестерн-блоттинга с антителами против HA (антитела и условия 
детектирования каждого из подтипов НА приведены в табл. 7). В случае HA из штаммов H1 в экстрактах 
обнаруживалась единственная полоса приблизительно при 72 кДа (фиг. 47), что соответствует по разме-
ру нерасщепленной форме гемагглютинина вируса гриппа НА0. Таким образом, экспрессия гемагглюти-
нина различных ежегодных эпидемических штаммов в инфильтрованных листьях приводит к накопле-
нию нерасщепленного продукта трансляции. При указанных способах экспрессии по данным иммуноло-
гического анализа сырых экстрактов белка не обнаружено экспрессии HA вируса гриппа подтипа H3 или 
типа B (фиг. 47). 

Пример 15. Временная экспрессия гемагглютинина потенциально пандемического вируса гриппа 
агроинфильтрацией в растения N. benthamiana нуклеотидной последовательности дикого типа. 

Способность систем временной экспрессии продуцировать гемагглютинины потенциально панде-
мического штамма вируса гриппа определяли по экспрессии подтипа H5 из штаммов А/Аньхой/1/2005 
(H5N1) (плазмида #781), А/Индонезия/5/2005 (H5N1) (плазмида #660) и А/Вьетнам/1194/2004 (H5N1) 
(плазмида #782), подтипа H2 из штамма А/Сингапур/1/1957 (H2N2) (плазмида #780), H6 из штамма 
А/дикие утки/Гонконг/W312/1997 (H6N1) (плазмида # 783), подтипа H7 из штамма А/лошади/Прага/1956 
(H7N7) (плазмида #784), а также H9 из штамма А/Гонконг/1073/1999 (H9N2) (плазмида # 785). Коди-
рующие последовательности гена гемагглютинина сначала собирали в пластоцианин-экспрессирующую 
кассету, содержащую участки промотора, 5'HTO, 3'HTO и участок терминатора транскрипции из гена 
пластоцианина люцерны. Собранные кассеты вставляли в бинарную плазмиду pCAMBIA. Плазмиды 
трансфицировали в Agrobacterium (AGL1), продуцирующий штаммы Agrobacterium AGL1/781, 
AGL1/660, AGL1/782, AGL1/780, AGL1/783, AGL1/784 и AGL1/785. 

Проводили инфильтрацию растения N. benthamiana штаммом AGL1/781, AGL1/660, AGL1/782, 
AGL1/780, AGL1/784 и AGL1/785 и после инкубации в течение шести суток собирали листья. Для под-
тверждения накопления H5 в агроинфильтрованных листьях белки экстрагировали из ткани листьев и 
анализировали методом вестерн-блоттинга с подходящими антителами против HA (антитела и условия 
обнаружения каждого подтипа HA приведены в табл. 7). В экстрактах из растений, трансформированных 
конструкциями экспрессии H5 и H2, обнаруживалась единственная полоса около 72 кДа (фиг. 48А и 
48D), что соответствует по размеру нерасщепленной форме гемагглютинина вируса гриппа НА0. Таким 
образом, экспрессия гемагглютинина различных потенциально пандемических штаммов в инфильтро-
ванных листьях приводит к накоплению нерасщепленного продукта трансляции. При указанных спосо-
бах экспрессии по данным иммунологического анализа сырых экстрактов белка не обнаружено экспрес-
сии HA вируса гриппа подтипов H7 и H9 (фиг. 48B). 

Пример 16. Временная экспрессия H5 агроинфильтрацией в растения N. Tabacum. 
Способность систем временной экспрессии продуцировать гемагглютинин вируса гриппа в листьях 

растения Nicotiana tabacum определяли по экспрессии подтипа H5 из штамма А/Индонезия/5/2005 
(H5N1) (плазмида #660). Кодирующие последовательности гена гемагглютинина сначала собирали в 
экспрессирующую кассету на основе пластоцианина, содержащую участки промотора, 5'HTO, 3'HTO и 
терминатора транскрипции из гена пластоцианина люцерны. Собранные кассеты вносили в бинарную 
плазмиду pCAMBIA. Плазмиды трансфицировали в Agrobacterium (AGL1), продуцирующие штамм AGL 
1/660. 

Проводили инфильтрацию растения N. tabacum штаммом AGL 1/660 и после инкубации в течение 
шести суток собирали листья. Для подтверждения накопления H5 в агроинфильтрованных листьях белки 
экстрагировали из ткани листьев и анализировали методом вестерн-блоттинга с антителами против H5. В 
экстрактах обнаруживалась единственная полоса около 72 кДа (фиг. 49), что соответствует по размеру 
нерасщепленной форме гемагглютинина вируса гриппа НА0. Таким образом, экспрессия гемагглютини-
на в инфильтрованных листьях N. tabacum приводит к накоплению нерасщепленного предшественника 
НА0. 

Пример 17. Иммуногенность полученной в растении вакцины на основе ВЧ H5N1 из штамма 
А/Индонезия/5/05 (H5N1) для хорьков. 

Для оценки иммуногенности ВЧ растительного происхождения проводили исследование эскалации 
дозы на хорьках. Перекрестный ответ сывороточных антител in vitro, индуцированный вакциной на ос-
нове ВЧ H5 при трех дозах (1, 5 и 15 мкг), оценивали по ингибированию гемагглютинации трех других 
штаммов H5N1 - А/индейки/Турция/1/05 (клада 2.2), А/Вьетнам/1194/04 (клада 1) и А/Аньхой/5/05 
(цельный инактивированный вирус), используя сыворотку, взятую через 14 суток после введения первой 
дозы вакцины (фиг. 50A) и через 14 суток после введения второй дозы (фиг. 50B). Для трех использован-
ных дозировок наблюдали перекрестный ответ. 
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Пример 18. Анализ данных по иммуногенности в соответствии с критериями CHMP (Комитета по 
медицинским продуктам для человека). 

Комитет по медицинским продуктам для человека (CHMP) Европейских медицинских агентств 
(http://www.emea.europa.eu/htms/general/contacts/CHMP/CHMP.html установил три критерия (применяют-
ся после введения второй дозы) для оценки эффективности вакцин: 1) уровень сероконверсии или доля 
субъектов, показавших значительное (четырехкратное) повышение титра HI >40%; 2) среднее геометри-
ческое повышение - не менее 2,5; 3) доля субъектов, у которых достигается титр HI, равный 1/40, - не 
менее 70%. Анализ выполнения указанных критериев на модели хорьков приведен в табл. 9-12. (*) озна-
чает, что критерий CHMP выполнен или превзойден. Выводы по данным анализа перекрестной иммуно-
генности в отношении критериев CHMP для лицензирования приведены в табл. 13. 

Ежедневно измеряли массу тела животных, температуру и общее состояние. 
Признаков болезни или недомогания в ходе исследования не обнаружено. 
Масса тела и температура оставались в интервалах нормальных значений. Вакцина была безопасна 

и хорошо переносилась животными. 
Таблица 9 

Данные по гомологичному штамму (А/Индонезия/5/05) 

 
Таблица 10 

Данные по гетерологичному штамму (А/Вьетнам/1194/04) 

 
Таблица 11 

Данные по гетерологичному штамму (А/Индейки/Турция/1/05) 
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Таблица 12 
Данные по гетерологичному штамму (А/Аньхой/5/05) 

 
Таблица 13 

Выводы о перекрестной иммуногенности согласно критериям CHMP для лицензирования 

 
Пример 19. Выбор нуклеотидных последовательностей гемагглютинина. 
Последовательности нуклеотидов HA были взяты из базы данных последовательностей вирусов 

гриппа (см. URL:flu.lanl.gov) или ресурса Национального центра биотехнологической информации по 
вирусам гриппа (NCBI) (Bao et al., 2008. J. Virology 82(2): 596-601; см. 
URL:ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html). Для нескольких нуклеиновых кислот HA в базах данных 
имеется несколько вариантов (табл. 14). Некоторые вариации связаны в основном с системой культиви-
рования (происхождение - MDCK (клетки почки собаки), яйцо, неизвестно, РНК вируса/клинический 
штамм); например, отсутствует гликозилирование в положении 194 (нумерация зрелого белка) HA, если 
вирус гриппа типа B экспрессирован в аллантоисной жидкости яиц (см. также Chen et al., 2008). Для не-
которых последовательностей могут отсутствовать домены (например, неполные клоны, артефакты сек-
венирования и т.д.). Домены и субдомены гемагглютинина вируса гриппа в общем обсуждаются в описа-
нии. Домены и субдомены первого участка могут сочетаться с доменом из второго существующего уча-
стка, например сигнальный пептид последовательности первого штамма может сочетаться с балансом 
кодирующей последовательности гемагглютинина из второго штамма для образования полной коди-
рующей последовательности. 



034733 

- 66 - 

Таблица 14 
Вариация подтипов вируса гриппа для выбранных кодирующих  

последовательностей НА 

 

 



034733 

- 67 - 

 



034733 

- 68 - 

 



034733 

- 69 - 

 

 
Y, N - Да и Нет соответственно. 
СП - наличие участка сигнального пептида Y/N (Да/Нет). 
HA1 - полный домен HA1 Y/N (Да/Нет). 
HA2 - полный домен HA2 Y/N (Да/Нет). 
DTm - полный трансмембранный домен Y/N (Да/Нет). 
Штамм: H1 из А/Соломоновы Острова/3/2006. 
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Сравнивали восемь аминокислотных последовательностей и идентифицировали вариации  
(табл. 15). 

В некоторых последовательностях в положении 171 обнаружена вариация глицин (G) или  
аргинин (R). 

Таблица 15 
Вариация аминокислот штамма  
А/Соломоновы острова/3/2006 

 
*Нумерация с начального М. 

Штамм: H1 из А/Брисбен/59/2007. 
В положении 203 обнаружена вариация - аспарагиновая кислота (D), изолейцин (I) или аспарагин 

(N). 
Штамм: H3 из А/Брисбен/10/2007 
Вариации последовательностей обнаружены в пяти положениях (табл. 16). В положении 215 в двух 

образцовых последовательностях присутствовала делеция. 
Таблица 16 

Вариация аминокислот для H3 из А/Брисбен/10/200 

 

 
* Нумерация с начального М. 

Штамм: H3 из А/Висконсин/67/2005. 
Вариации последовательностей для этого штамма обнаружены в четырех положениях (табл. 17). 

Таблица 17 
Вариации аминокислот H3 из А/Висконсин/67/2005 

 
* Нумерация зрелого белка. 
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Штамм: В из В/Малайзия/2506/2004. 
Вариации наблюдались в двух положениях (табл. 18). Положение 120 не является сайтом гликози-

лирования; положение 210 участвует в гликозилировании; данное гликозилирование устраняется после 
культивирования в яйцах. 

Таблица 18 
Вариации аминокислот гемагглютинина  

из В/Малайзия/2506/2004 

 

 
* Нумерация от центра СП. 

Штамм: гемагглютинин из В/Флорида/4/2006; ISDN261649. 
Наблюдаемые вариации - варьирование аминокислотной последовательности в положении 211, в 

зависимости от системы культивирования. В последовательностях, выделенных из клеток MDCK, обна-
руживается аспарагин (N), а в последовательности, выделенной из яиц, - глутаминовая кислота (D). По-
ложение 211 является сайтом гликозилирования, который устраняется после культивирования в яйцах. 

Штамм: H2 из А/Сингапур/1/1957. 
Вариации последовательностей наблюдались в шести положениях (табл. 19). 

Таблица 19 
Вариации аминокислот в последовательности H2  

из штамма А/Сингапур/1/1957 

 
1 Нумерация зрелого белка. 

Штаммы: H5 из А/Вьетнам/1194/2004 и H5 из А/Аньхой/1/2005. 
При выравнивании первичных последовательностей H5 любого из указанных штаммов вариаций в 

аминокислотных последовательностях не обнаружено. 
Штамм: H6 из А/дикие утки/Гонконг/W312/1997. 
Для данного штамма имеется только один вариант (AF250179). 
Штамм: H7 из А/лошади/Прага/56. 
В базах данных обнаружено всего два варианта последовательностей. Вариант АВ298877 не рас-

сматривался, так как является лабораторным реассортантом. 
Штамм: H9 из А/Гонконг/1073/1999; AJ404626. 
В базах данных обнаружено всего два варианта последовательностей. Только одна из них была 

полной. 
Пример 20. Временная экспрессия гемагглютинина вируса гриппа, слитого с сигнальным пептидом 

из белка, секретированного в растении. 
Влияние модификации сигнального пептида на уровень накопления HA было исследовано и для 

других гемагглютининов по экспрессии HA подтипа A из штаммов А/Брисбен/59/2007 (H1N1) (плазмида 
#787), А/Новая Каледония/20/1999 (H1N1) (плазмида #540); штаммов А/Брисбен/10/2007 (H3N2) (плаз-
мида 790) и А/Индонезия/5/2005 (H5N1) (плазмида #663), а также типа B из штаммов В/Флорида/4/2006 
(плазмида #798), слитых с сигнальным пептидом (СП; нуклеотиды 32-103) протеиндисульфидизомеразы 
люцерны (PDI; рег. № Z11499; SEQ ID NO: 34; фиг. 17). Слитые системы СП PDI-ген гемагглютинина 
собирали в виде кассеты экспрессии пластоцианина, включающей участок промотора, 5'HTO, 3'HTO и 
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участок терминации транскрипции из гена пластоцианина люцерны. Собранные кассеты вставляли в би-
нарную плазмиду pCAMBIA. Плазмиды трансфицировали в Agrobacterium (AGL1), продуцирующие со-
ответственно штаммы Agrobacterium AGL1/787, AGL1/540, AGL1/790, AGL1/663 и AGL1/798. 

Проводили инфильтрацию растения N. benthamiana штаммами AGL1/787, AGL1/540, AGL1/790, 
AGL1/663 и AGL1/798. Одновременно для сравнения проводили инфильтрацию ряда растений штамма-
ми AGL1/774, AGL776, AGL1/660 и AGL1/779. После инкубации в течение шести суток листья собирали, 
из листьев экстрагировали белки и анализировали методом вестерн-блоттинга с соответствующими ан-
тителами против HA. Установлено, что экспрессия HA H1/Брисбен и H3/Брисбен при использовании СП 
из PDI была значительно эффективнее, чем экспрессия, наблюдавшаяся для тех же HA с нативным сиг-
нальным пептидом (соответственно фиг. 87b) и 87c). Экспрессию третьего HA подтипа H1 (штамм 
А/Новая Каледония/20/1999) подтверждали тем же способом замены СП (фиг. 87a). Модификация сиг-
нального пептида приводила к значительному повышению накопления HA в случае H5 
(А/Индонезия/5/2005) (фиг. 87d), но для HA из штамма В/Флорида/4/2006 сигнала не обнаружено, неза-
висимо от того, какой именно сигнальный пептид применялся при экспрессии (фиг. 87e). Для всех усло-
вий, при которых обнаружена экспрессия HA, наблюдали единственную иммунологически активную 
полосу, соответствующую молекулярной массе приблизительно 72 кДа (фиг. 87a-87d), т.е. принадлежа-
щую нерасщепленному НА0. 

Пример 21. Экспрессия HA под управлением кассеты экспрессии кассетах экспрессии CPMV-HT. 
Кассета экспрессии CPMV-HT (Sainsbury et al. 2008 Plant Physiology, 148:1212-1218; см. также  

WO 2007/135480), включающая нетранслируемые области РНК2 вируса мозаики коровьего гороха 
(CPMV), служила для экспрессии некоторых гемагглютининов в трансгенных растениях. Под управле-
нием CPMV-HT в растениях N. benthamiana, агроинфильтрованных как описано выше, проводили экс-
прессию HA из штаммов А/Новая Каледония/20/1999 (H1), А/Брисбен/59/2007 (H1), А/Брисбен/10/2007 
(H3), А/Индонезия/5/2005 (H5) и В/Флорида/4/2006 (B). После инкубации собирали листья, экстрагиро-
вали и методом вестерн-блоттинга сравнивали содержание HA в экстрактах белков. Как показано на  
фиг. 88, кассета экспрессии на основе CPMV-HT обеспечивала более высокий уровень экспрессии HA, 
чем кассета на основе пластоцианина, независимо от используемого сигнального пептида. Более того, в 
случае штамма B из В/Флорида/4/2006 применение кассеты CPMV-HT позволило обнаружить накопле-
ние HA, который не мог быть обнаружен в данных условиях иммунологического анализа при экспрессии 
с кассетой на основе пластоцианина. 

Таблица 19 
Экспрессирующая кассета для экспрессии гемагглютининов  

вируса гриппа с нативным сигнальным  
пептидом или сигнальным пептидом PDI 

 



034733 

- 73 - 

Пример 22. Коэкспрессия с Hsp70 и Hsp40 в сочетании с модификацией сигнального пептида. 
Проводили коэкспрессию цитозольных Hsp70 и Hsp40 (конструкция № R870) растительного проис-

хождения с H1 Новая Каледония (конструкция № 540) или H3 Брисбен (конструкция № 790), в обоих 
случаях с сигнальным пептидом растительного происхождения (сигнальный пептид PDI люцерны). Ко-
экспрессию проводили при агроинфильтрации растения N. benthamiana бактериальной суспензией, со-
держащей смесь (в отношении 1:1:1) штаммов AGL1/540, AGL1/R870, AGL1/35SHcPro (для H1) или 
AGL1/790, AGL1/R870 и AGL1/35SHcPro (для H3). Агроинфильтрацию растений, взятых для контроля, 
проводили смесью (отношение 1:2) AGL1/540, AGL1/35SHcPro (для H1) или AGL1/790, AGL1/35SHcPro 
(для H3). После инкубации листья собирали, экстрагировали и сравнивали содержание HA в экстрактах 
белков по данным вестерн-блоттинга (фиг. 89). В условиях опытов показано, что коэкспрессия Hsp70 и 
Hsp40 не повышает уровень накопления гемагглютинина в случае H1 Новая Каледония. Тем не менее 
для подтипа H3 Брисбен данные вестерн-блоттинга отчетливо указывают, что коэкспрессия цитозольных 
Hsp70 и Hsp40 приводит к значительному повышению уровня накопления гемагглютинина. 

Все цитируемые материалы включены в данный документ посредством ссылки. 
Настоящее изобретение описано в отношении одного или более осуществлений. Однако для спе-

циалиста в данной области очевидно, что возможны варианты и модификации, не выходящие за рамки  
объема изобретения, который представлен в формуле изобретения. 

Библиография. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Нуклеиновая кислота для экспрессии гемагглютинина (HA) вируса гриппа типа A в растении, 
включающая последовательность нуклеотидов, кодирующую HA вируса гриппа типа A, оперативно свя-
занную с регуляторным элементом, который активен в растении, причем указанный регуляторный эле-
мент содержит промотор, который активен в растении, и энхансер вируса мозаики коровьего гороха 
(CPMV), при этом экспрессия нуклеиновой кислоты приводит к увеличению образования HA вируса 
гриппа типа A по сравнению с образованием HA вируса гриппа типа A, кодируемым контрольной нук-
леиновой кислотой, не содержащей энхансер CPMV. 

2. Нуклеиновая кислота для экспрессии гемагглютинина (HA) вируса гриппа типа B в растении, 
включающая последовательность нуклеотидов, кодирующую HA вируса гриппа типа B, оперативно свя-
занную с регуляторным элементом, который активен в растении, причем указанный регуляторный эле-
мент содержит промотор, который активен в растении, и энхансер вируса мозаики коровьего гороха 
(CPMV), при этом экспрессия нуклеиновой кислоты приводит к увеличению образования HA вируса 
гриппа типа B по сравнению с образованием HA вируса гриппа типа B, кодируемым контрольной нук-
леиновой кислотой, не содержащей энхансер CPMV. 

3. Нуклеиновая кислота по п.1 или 2, где HA вируса гриппа типа A или типа B содержит нативный 
или ненативный сигнальный пептид. 

4. Нуклеиновая кислота по п.3, где ненативный сигнальный пептид представляет собой сигнальный 
пептид протеиндисульфидизомеразы. 

5. Нуклеиновая кислота по п.1, где HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, H3, Н4, H5, H6, H7, 
H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 и H16. 

6. Нуклеиновая кислота по п.1, где HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, H3, H5, H6,  
H7 и H9. 

7. Нуклеиновая кислота по п.1, где последовательность нуклеотидов, кодирующая HA вируса грип-
па, идентична на 70-100% последовательности нуклеотидов, выбранной из SEQ ID NO: 11,  
SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17,  
SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23,  
SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 28, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36,  
SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 38, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 42,  
SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 и SEQ ID NO: 47. 

8. Способ получения вирусоподобных частиц (ВЧ) вируса гриппа в растении, включающий: 
a) введение нуклеиновой кислоты по любому из пп.1-7 в растение или его часть путем трансформа-

ции с получением трансгенного растения или обеспечение трансгенного растения или его части, содер-
жащей нуклеиновую кислоту по любому из пп.1-7; и 

b) инкубирование трансгенного растения или его части в условиях, подходящих для экспрессии 
нуклеиновой кислоты с получением ВЧ; и 

c) сбор трансгенного растения или его части и очистку ВЧ, причем ВЧ содержат HA вируса гриппа 
и по меньшей мере один липид растительного происхождения. 

9. Способ по п.8, где указанная на стадии (a) нуклеиновая кислота пригодна для временной экс-
прессии в растении. 

10. Способ по п.8, где указанная на стадии (a) нуклеиновая кислота пригодна для стабильной экс-
прессии в растении. 

11. Способ по любому из пп.8-10, где на стадии (a) в растение вводят вторую нуклеиновую кислоту, 
включающую последовательность нуклеотидов, кодирующую по меньшей мере один белок-шаперон. 

12. Способ по п.11, где белки-шапероны выбирают из Hsp40 и Hsp70. 
13. Способ по п.8, где размер ВЧ находится в диапазоне 80-300 нм. 
14. Растение, содержащее нуклеиновую кислоту по любому из пп.1-7. 
15. Растение по п.14, дополнительно содержащее нуклеиновую кислоту, включающую последова-

тельность нуклеотидов, кодирующую по меньшей мере один белок-шаперон, оперативно связанную с 
регуляторным элементом. 

16. Растение по п.15, где белки-шапероны выбирают из Hsp40 и Hsp70. 
17. Вирусоподобная частица (ВЧ), полученная способом по п.8, содержащая HA вируса гриппа типа 

A или HA вируса гриппа типа B и по меньшей мере один липид растительного происхождения. 
18. Вирусоподобная частица по п.17, где HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, H3, Н4, H5, 

H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 и H16. 
19. Вирусоподобная частица по п.18, где HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, H3, H5, H6, 

H7 и H9. 
20. Вирусоподобная частица по п.17, где HA вируса гриппа типа A или HA вируса гриппа типа B 

содержит N-гликаны или модифицированные N-гликаны, специфичные для растений. 
21. Вирусоподобная частица по п.20, где HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, H3, Н4, H5, 
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H6, H7, H8, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15 и H16. 
22. Вирусоподобная частица по п.21, где HA вируса гриппа типа A выбран из H1, H2, H3, H5, H6, 

H7 и H9. 
23. Композиция для индуцирования иммунитета против вируса гриппа типа A или вируса гриппа 

типа B у субъекта, содержащая эффективную дозу ВЧ по п.17 и фармацевтически приемлемый носитель. 
24. Способ индуцирования иммунитета против вируса гриппа типа A или вируса гриппа типа B у 

субъекта, включающий введение композиции по п.23. 
25. Способ по п.24, где указанную композицию вводят субъекту перорально, внутрикожно, интра-

назально, внутримышечно, внутрибрюшинно, внутривенно или подкожно. 
26. Композиция для индуцирования иммунитета против вируса гриппа типа A или вируса гриппа 

типа B у субъекта, содержащая эффективную дозу ВЧ по п.20 и фармацевтически приемлемый носитель. 
27. Способ индуцирования иммунитета против вируса гриппа типа A или вируса гриппа типа B у 

субъекта, включающий введение композиции по п.26. 
28. Способ по п.27, где указанную композицию вводят субъекту перорально, внутрикожно, интра-

назально, внутримышечно, внутрибрюшинно, внутривенно или подкожно. 
29. Нуклеиновая кислота для экспрессии гемагглютинина (HA) вируса гриппа в растении, вклю-

чающая последовательность нуклеотидов SEQ ID NO: 97, 100, 101, 104, 105, 108, 109, 112 или 113, коди-
рующую HA вируса гриппа, и регуляторный элемент, который активен в растении, содержащий промо-
тор, который активен в растении, и энхансер вируса мозаики коровьего гороха (CPMV). 

30. Способ получения вирусоподобных частиц (ВЧ) вируса гриппа в трансгенном растении, вклю-
чающий: 

a) введение нуклеиновой кислоты по п.29 в растение или его часть путем трансформации с получе-
нием трансгенного растения; 

b) инкубирование трансгенного растения или его части в условиях, подходящих для экспрессии 
нуклеиновой кислоты с получением ВЧ; и 

c) сбор трансгенного растения или его части и очистку ВЧ, причем ВЧ содержат HA вируса гриппа 
и по меньшей мере один липид растительного происхождения. 

31. Применение ВЧ по любому из пп.17-19 для получения сыворотки, содержащей антитела, спе-
цифичные против HA вируса гриппа. 

32. Поликлональное антитело, полученное с использованием ВЧ по любому из пп.17-22. 
33. Растительный экстракт, содержащий ВЧ, полученные способом по любому из пп.8-13 или 30. 
34. Растение или растительная клетка, содержащая ВЧ, полученные способом по любому из пп.8-13 

или 30. 
35. Применение растительного экстракта по п.33 для индукции иммунитета к вирусу гриппа типа A 

или вирусу гриппа типа B у субъекта. 
36. Применение по п.35, где растительный экстракт подходит для перорального введения. 
37. Пищевая добавка, содержащая собранные ткани растения по п.34. 
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