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(57) Изобретение относится к онколитическим вирусам осповакцины, модифицированным, чтобы
стимулировать противоопухолевый иммунитет, и/или уменьшать иммунитет хозяина, и/или
ответ антител хозяина против вируса. Оно основано, по меньшей мере частично, на
обнаружении того, что онколитический вирус осповакцины, (i) несущий геномную делецию гена,
уменьшающего Т-клеточный иммунитет (белка, связывающего интерлейкин-18); (ii) обработанный
ферментом сиалидазой, что, как считают, уменьшает активацию TLR2 и таким образом, ответ
антител; (iii) несущий ген, усиливающий индукцию цитотоксических Т-лимфоцитов (например,
TRIF), и/или (iv) уменьшающий количество в опухоли супрессорных клеток миелоидного
происхождения посредством уменьшения количества простагландина Е2, уменьшает рост
опухоли. Соответственно, настоящее изобретение относится к иммуноонколитическим вирусам
осповакцины и к способам их применения в лечении злокачественных опухолей.
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По заявке на настоящий патент испрашивается приоритет временной заявки на патент США номер 

61/868978, поданной 22 августа 2013 г., содержание которой полностью включено в настоящее описание 

в качестве ссылки. 

1. Введение 

Настоящее изобретение относится к онколитическим вирусам осповакцины, модифицированным 

так, чтобы стимулировать противоопухолевый иммунитет и/или уменьшать ответ антител хозяина про-

тив вируса. 

2. Уровень техники, предшествующий изобретению 

Онколитические вирусы (OV) представляют собой вирусы с репликацией, которая естественным 

образом является избирательной или модифицирована, чтобы являться избирательной для клеток опухо-

лей
1-3

. Множество различных вирусных остовов проверяли в качестве OV, включая штаммы вируса ос-

повакцины (VV)
4-11

. По меньшей мере для трех отдельных онколитических векторов на основе осповак-

цины завершено тестирование фазы I, включая штамм vvDD
6
'
7
. Для W OV, JX-594

4,12
 (Jennerex), недавно 

показаны очень многообещающие ответы в исследованиях фазы II для печеночноклеточной карциномы 

(НСС), включая системную доставку к опухоли
13,14

. Кроме того, многообещающие результаты фазы III 

опубликованы для вируса герпеса HSV OV (T-Vec, Amgen
15,16

) при терапии меланомы (16% ответов, по 

сравнению с 2% в контрольной группе). В связи с этим, начали выявлять истинный потенциал OV для 

лечения злокачественных опухолей (помимо исходного штамма аденовируса ONYX-015  

(Н-101)
17,18

, который остается единственным терапевтическим средством на основе OV на каком-либо 

рынке
19

). 

Несмотря на эти многообещающие результаты, полные ответы с использованием OV остаются ред-

кими. Важно отметить, что штаммы OV первого и второго поколения преимущественно разработаны для 

разрушения клеток опухолей посредством избирательной репликации, напрямую приводящей к лизису 

клеток. Кроме того, как JX-594, так и T-Vec экспрессируют трансгенный цитокин (GM-CSF), который, 

как можно ожидать, резко стимулирует лимфоциты хозяина
12,14,20,21

. Доклинические исследования пока-

зали критическую важность иммунного ответа в терапевтической активности онколитического VV, где 

(i) мыши является поголовно устойчивыми к повторному заражению, следующему за полным ответом 

после терапии VV, что указывает на абсолютную необходимость индукции противоопухолевого адап-

тивного иммунитета
22

; (ii) эффекты вакцин VV обеспечивают большее терапевтическое преимущество, 

чем эквивалентные вакцины DC
23

; (iii) инфекция опухоли VV образует характерный цитокиновый про-

филь ("иммунологическую константу отторжения"
24

); (iv) терапия VV уменьшает количество иммуносу-

прессивных клеток в опухоли (MDSC, T-reg и макрофагов М2)
25

; (v) иммунный ответ, индуцированный 

терапией VV, способен уничтожать остаточную опухоль и метастазы, значительно позже выведения ви-

руса, обеспечивая длительный иммунологический надзор для предотвращения обострения
22,25,26

; и (vi) в 

некоторых исследованиях полагают, что надежная вирусная репликация не является фактически необхо-

димой для терапевтического эффекта
27,28

. Таким образом, иммунотерапевтические эффекты OV, в част-

ности, VV, являются по меньшей мере такими же важными, как непосредственные онколитические эф-

фекты, и эти векторы, возможно, следует рассматривать в первую очередь в качестве иммунотерапевти-

ческих средств. 

Примечательно, что современные клинические векторы не разрабатывали в качестве иммунотера-

певтических средств (за исключением экспрессии отдельных цитокинов), и эта область остается относи-

тельно недостаточно изученной. Поэтому, существует огромный нереализованный потенциал для улуч-

шения онколитических векторов посредством оптимизации их взаимодействий с иммунной системой 

хозяина и для получения векторов, способных к вакцинации in situ против соответствующих антигенов 

опухоли. Альтернативно, большинством общепринятых способов для терапевтических вакцин против 

злокачественных опухолей достигали небольшого успеха в клинике, особенно против больших опухолей, 

несмотря на доказательства успешной иммунизации
29-31

. Таким образом, необходимы также новые спо-

собы для вакцин, в идеале опосредующие индукцию ответов против соответствующих антигенов в каж-

дой опухоли, преодолевающих супрессию даже внутри больших опухолей и улучшающих хоминг Т-

клеток в опухолях-мишенях. 

3. Сущность изобретения 

Настоящее изобретение относится к "иммуноонколитическим" вирусам осповакцины, модифициро-

ванным, чтобы стимулировать противоопухолевый иммунитет и/или уменьшать иммунный ответ и ответ 

антител хозяина против вируса. Оно основано, по меньшей мере частично, на обнаружении улучшенного 

ингибирования роста опухоли посредством онколитического вируса осповакцины, который является об-

работанным средством, уменьшающим уровень гликозилирования, и/или обработанным ферментом сиа-

лидазой (которые считают уменьшающими активацию TLR2 и уменьшающими ответ антител хозяина 

против вируса); и/или несет модификации или делеции нуклеиновой кислоты вирусного генома, коди-

рующей продукт, уменьшающий Т-клеточный иммунитет (вирусный белок, связывающий интерлейкин-

18); и/или несет нуклеиновую кислоту, кодирующую продукт, который (i) усиливает индукцию цитоток-

сических Т-лимфоцитов (TRIF) и/или (ii) уменьшает количество в опухоли супрессорных клеток миело-

идного происхождения (MDSC) посредством уменьшения количества простагландина Е2. Соответствен-
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но, настоящее изобретение относится к иммуноонколитическим вирусам осповакцины и к способам их 

применения в лечении злокачественных опухолей. 

4. Краткое описание чертежей 

Фиг. 1А-С. (А) Для вируса WR. ∆C12L показана избирательность для опухолей in vivo относитель-

но исходного вируса WR. Мышей C57BL/6, несущих опухоли СМТ-93, обрабатывали в/в 5е8 БОЕ виру-

сов, и мышей умерщвляли в предопределенные периоды времени после терапии. Вирусные БОЕ количе-

ственно определяли в различных тканях посмертно после гомогенизации. (В) Увеличенные противоопу-

холевые эффекты WR.∆C12L. Мышей, несущих подкожные опухоли СМТ-93, обрабатывали в/в одно-

кратной дозой (1е8 БОЕ) вируса и наблюдали выживаемость (определяемую как время до достижения 

объема опухоли 1000 мм
3
, как определено по измерению штангенциркулем).(С) Продукция IFN-γ (как 

маркер продукции эффекторных Т-клеток) из спленоцитов, выделенных от мышей, предварительно об-

работанных указанным вирусом, и после подвергания воздействию WR ex vivo.  

Фиг. 2А-Е. Дегликозилирование оболочки вируса осповакцины.(А) Иммуноблотинг, показывающий 

дегликозилирование белка оболочки вируса осповакцины. Очищенные вирусы WR и дегликозилирован-

ный WR разрушали и подвергали блоттингу с использованием антитела против B5R. Уменьшение массы 

белка соответствует дегликозилированию белка B5R. (В) Дегликозилирование оболочки вируса не ока-

зывает эффекта на инфекционность вируса осповакцины. Различные линии клеток опухолей мыши ин-

фицировали ТК или его дегликозилированным вариантом при MOI 1, и экспрессию вирусной люцифера-

зы измеряли через 3 ч после инфекции посредством получения изображений с помощью биолюминес-

ценции. Средние значения +SD из 3 независимых экспериментов наносили на график. (С) Дегликозили-

рование уменьшает активацию TLR2 in vitro. Клетки HEK293, экспрессирующие TLR2 мыши, трансфи-

цировали pNiFty (репортерной плазмидой для передачи сигнала TLR). Через 24 ч после трансфекции, 

клетки инфицировали при MOI 1 WR или дегликозилированным WR, и активацию TLR2 количественно 

определяли через 24 ч после инфекции посредством получения изображений с помощью биолюминес-

ценции. Изображены средние +SD из 3 независимых экспериментов (проведенных в четырех повторах). 

(D) фосфорилирование STAT3 истощено в лимфоцитах селезенки мышей, инъецированных дегликози-

лированным вирусом осповакцины. Процентное содержание pSTAT1-pSTAT3+ лимфоцитов определяли 

посредством проточной цитометрии. PBS и PAM(3)CSK(4) использовали в качестве контроля. Значения 

для индивидуальных мышей и средние +SEM для различных обработок нанесены на график. (E) Дегли-

козилирование оболочки вируса осповакцины увеличивает экспрессию вирусных генов в опухолях in 

vivo. Мышей BALB/c, несущих подкожные ксенотрансплантаты клеток Renca (почечная аденокарцинома 

мыши), случайным образом распределяли и подвергали инъекции однократной внутривенной дозы 1×10
8
 

БОЕ на мышь ТК- или дегликозилированного ТК-. Кинетику экспрессии вирусных генов внутри опухо-

лей мониторировали посредством получения изображений с помощью биолюминесценции для экспрес-

сии вирусной люциферазы. Средние значения для 12-13 животных +SD наносили на график. *, значимое 

Р<0,05 по сравнению с PBS или контролем. #, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK- или WR. ϕ, 

значимое Р<0,05 по сравнению с группой РАМ(3)CSK(4). 

Фиг. 3A-D. Прекращение активации TLR2 посредством дегликозилирования приводит к увеличен-

ным терапевтическим эффектам. (А) Обработка штамма осповакцины WR ферментом сиалидазой (DS) 

приводит к потере активации пути передачи сигнала TLR2 в модели in vitro (активации NF-kB в клетках 

HEK293, трансфицированных для экспрессии TLR2). (В) Для вируса DS WR показана значительно 

улучшенная системная доставка в опухоли мышей (подкожные опухоли 4Т1 у мышей BALB/c с вирусом, 

доставленным в/в, и экспрессией вирусного трансгена люциферазы в опухоли, определенной через 24 ч 

посредством получения изображений с помощью биолюминесценции (примечание: для не относящихся 

к опухолям тканей не показано различий в поглощении вируса). (С) Противоопухолевый эффект в такой 

же модели показал терапевтическое преимущество вируса DS. (D) Потеря активации TLR2 (у трансген-

ных мышей с нокаутом TLR2) после инфекции осповакциной приводит к значительно сниженной индук-

ции противовирусного нейтрализующего антитела (нейтрализующего антитела, измеренного как способ-

ность различных разведений сыворотки мыши, собранной через 14 суток после обработки WR, предот-

вращать экспрессию вирусного трансгена люциферазы после смешивания с WR.TK-Luc+ и инфекции 

слоя клеток BSC-1). 

Фиг. 4А-С. (А) Схематическая диаграмма, представляющая конструкцию вируса TK-TRIF и схема-

тическая диаграмма, представляющая конструкцию вируса TK-DAI. (В) Анализы ELISA использовали 

для определения концентраций TRIF в клетках, инфицированных TK- и TK-TRIF. (С) Вестерн-

блоттингом показана экспрессия DAI в контроле TK-DAI. 

Фиг. 5А-С. (А) Экспрессия TRIF с вируса осповакцины усиливает продукцию IFN типа I in vitro, 

даже более экспрессии в штамме B18R-. (В) Экспрессия TRIF увеличивала продукцию CTL in vivo. (С) 

Дополнительно усиленный терапевтически эффект in vivo после однократной в/в доставки 1е8 БОЕ ви-

руса мышам BALB/c, несущим подкожные опухоли Renca. 

Фиг. 6A-D. Онколитический вирус осповакцины, экспрессирующий белок TRIF мыши, увеличивал 

активацию отвечающих на TLR путей и высвобождение провоспалительных цитокинов и хемокинов. (А-
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В) Активация путей NF-κВ (А) и IRF3 (В) после инфекции TK-TRIF и TK-DAI. Анализы ELISA исполь-

зовали для определения концентраций р1КК|3 и IRF3 в цитоплазматических и ядерных экстрактах, соот-

ветственно, клеток 4Т1 или MEF, инфицированных TK-, TK-TRIF или TK-DAI при MOI 1. Анализы про-

водили через 24 ч после инфекции. Данные получали в четырех повторах из 2 независимых эксперимен-

тов и наносили на график как кратность изменения по сравнению с TK- +SD. Пунктирной линией пока-

зан уровень активации TK-. (С) Высвобождение цитокинов и хемокинов in vitro после инфекции TK-

TRIF и TK-DAI. Концентрации IL-6, IP-10, TNF-α, и IFN-β в супернатанте клеток Renca, 4T1, МС38 и 

MEF оценивали посредством анализа Luminex через 24 ч после инфекции TK-, TK-TRIF или TK-DAI 

(MOI 1). Данные представлены как кратность изменения по сравнению с TK- +SD (2 независимых экспе-

римента). Пунктирной линией показаны концентрации TK-. (D) внутриопухолевая концентрация цито-

кинов и хемокинов in vivo. Мышей BALB/c с прижившимися подкожными ксенотрансплантатами Renca 

случайным образом распределяли и подвергали инъекции однократной внутривенной дозы 1 * 108 БОЕ 

на мышь TK- или TK-TRIF. Кратность изменения по сравнению с TK- для 4-5 мышей +SD нанесено на 

график. Пунктирной линией указаны концентрации TK-. *, значимое Р<0,05 по сравнению с группой  

TK-. #, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-DAI. 

Фиг. 7А-Е. Анализы ELISA использовали для определения концентрации NF-κВ (А) , HMGB1 (В) и 

Hsp-70 (С) в клетках, инфицированных TK-, TK-TRIF или TK-DAI при MOI 1. Анализы проводили через 

24 ч после инфекции. Данные получали и наносили на график как кратность изменения по сравнению с 

TK-+ SD. Пунктирной линией указан уровень активации для TK-. Анализировали уровень Т-клеток-

помощников (D) и регуляторных Т-клеток (Е) в ответ на инфекцию вирусом TK- или TK-TRIF. 

Фиг. 8A-D. Репликация и противоопухолевая активность TK-TRIF и TK-DAI. (А) Продукция виру-

сов TK-TRIF и TK-DAI в клетках опухолей мыши. Различные линии клеток опухолей инфицировали при 

MOI 1, и продукцию вируса измеряли посредством анализа бляшек в различные моменты времени. Вы-

ход вируса оценивали в четырех повторах для каждой линии клеток, посредством проведения двух неза-

висимых экспериментов. Средние +SD нанесены на график. (В) Сравнительная цитотоксичность TK-

TRIF и TK-DAI. Клетки инфицировали указанными вирусами в дозах в диапазоне от 75 до 0,00025 

БОЕ/клетку. Показаны значения ЕС50 (MOI, необходимое, чтобы вызывать 50% уменьшение жизнеспо-

собности культуры клеток) на сутки 4 после инфекции. Четыре различных повтора количественно оце-

нивали для каждой линии клеток, и показано среднее для каждого MOI. (C-D) Экспрессия вирусных ге-

нов и противоопухолевая эффективность in vivo. Ксенотрансплантаты Renca или МС38 имплантировали 

мышам BALB/c или C57BL/6, соответственно, и мышам инъецировали PBS или 1 * 108 БОЕ TK-, TK-

TRIF или TK-DAI через хвостовую вену. Экспрессию вирусной люциферазы в опухолях (С) и объемы 

опухолей (D) измеряли в указанные моменты времени. n=12-15 мышей/группу +SE. *, значимое Р<0,05 

по сравнению с группой PBS. #, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-. ϕ, значимое Р<0,05 по 

сравнению с группой TK-DAI. 

Фиг. 9A-F. (А) Экспрессия вирусных генов TK-TRIF и TK-DAI в клетках опухолей мышей. Различ-

ные линии клеток опухолей инфицировали при MOI 1, и экспрессию вирусной люциферазы количест-

венно определяли посредством получения изображений с помощью биолюминесценции в различные мо-

менты времени. Экспрессию люциферазы оценивали в четырех повторах для каждой линии клеток, по-

средством проведения двух независимых экспериментов. Средние +SD нанесены на график. (В) Про-

центное содержание апоптотических клеток после инфекции TK-TRIF и TK-DAI. Панель линий клеток 

опухолей мышей инфицировали указанными вирусами с использованием MOI 1. Через 48 ч после ин-

фекции, процентное содержание некротических и апоптотических клеток определяли проточной цито-

метрией посредством окрашивания PI и аннексина V. Проводили два независимых эксперимента, и сред-

ние +SD нанесены на график. (C-D) TK-TRIF улучшает противоопухолевую эффективность TK-GMCSF 

в полуортотопической модели на молочной железе. Клетки 4Т1 имплантировали в жировой слой молоч-

ной железы мышей BALB/c и после приживания опухоли, мышам инъецировали PBS или 1 * 108 БОЕ 

TK-, TK-TRIF, или TK-GMCSF через хвостовую вену. Экспрессию вирусной люциферазы внутри опухо-

лей (С) и объемы опухолей (D) измеряли в указанные моменты времени. n=12-14 мышей/группу +SE. (E-

F) TK-TRIF улучшает выживаемость мышей, несущих опухоли. Мышей BALB/c или C57BL/6, несущих 

ксенотрансплантаты Renca (E) или МС38 (F), соответственно, обрабатывали, как на фигуре 3d, и конеч-

ную точку определяли при объеме опухоли ≥750 мм
3
. Кривые выживаемости Каплана-Мейера нанесены 

на график. n=12-15 мышей/группу. *, значимое Р<0,05 по сравнению с группой PBS или контроля. #, 

значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-. ϕ, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-GMCSF. 

ω, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-DAI. 
Фиг. 10А-Е. (А) Изменчивость массы тела после внутривенного введения дегликозилированного 

TK-TRIF. Мышам BALB/C инъецировали внутривенно 1×10
8
 БОЕ на мышь TK-, TK-TRIF или деглико-

зилированного TK-TRIF. Введение фосфатно-солевого буфера (PBS) использовали в контрольной груп-

пе. Для подвергнутых инъекции TK- мышей выявлено уменьшение массы тела более 10% на сутки 6 по-

сле инъекции вируса, в то время как для подвергнутых инъекции TK-TRIF и дегликозилированного TK-

TRIF мышей выявлен профиль массы, сходный с профилем для мышей, подвергнутых инъекции PBS. (В) 
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Экспрессия вирусных генов in vivo после введения дегликозилированного TK-TRIF. Опухоли Renca им-

плантировали мышам BALB/c, и мышам инъецировали PBS или 1 * 108 БОЕ ТK-, TK-TRIF или деглико-

зилированного TK-TRIF через хвостовую вену. Экспрессию вирусной люциферазы внутри опухолей из-

меряли в указанные моменты времени. n=12-14 мышей/группу +SE. (C-D) Выживаемость несущих опу-

холи мышей, обработанных дегликозилированным TK-TRIF. (C-D) Ксенотрансплантаты Renca (С) или 

МС38 (D) приживались в мышах BALB/C или C57BL/6, соответственно, и их обрабатывали однократной 

внутривенной дозой 1×10
8
 БОЕ указанных вирусов или PBS. Конечную точку определяли при объеме 

опухоли >750 мм
3
, и кривые выживаемости Каплана-Мейера наносили на график. n=12-15 мы-

шей/группу. (Е). Дегликозилированный TK-TRIF улучшал выживаемость по сравнению с группой обра-

ботки TK-GMCSF. Мышей (BALB/c, несущих подкожные опухоли Renca) обрабатывали посредством 

инъекции в хвостовую вену PBS или однократной дозы 1 * 10
8
 БОЕ TK-GMCSF или дегликозилирован-

ного TK-TRIF (n=10-12 на группу). Кривые выживаемости Каплана-Мейера получали после установки 

конечной точки >750 мм
3
 для объема опухоли. *, значимое Р<0,05 по сравнению с группой PBS. #, зна-

чимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-. ϕ, значимое Р<0,05 по сравнению с группой дегликозилиро-

ванного TK-. ϕ, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-TRIF. Ψ, значимое Р<0,05 по сравнению с 

группой TK-GMCSF. 

Фиг. 11A-F. Комбинация дегликозилирования оболочки и экспрессии TRIF мыши резко стимулиро-

вала противоопухолевые клеточные ответы и обладала сильной противоопухолевой эффективностью. (А-

В) Клеточные иммунные ответы на вирус осповакцины и клетки опухолей оценивали посредством ана-

лиза IFN-γ ELISpot. На сутки 7 после введения вируса, селезенки собирали от мышей, подвергнутых 

внутривенной инъекции 1 × 10
8
 БОЕ указанных вирусов или PBS (мыши BALB/c, несущие ксенотранс-

плантаты Renca), и оценивали количество CTL, узнающих вирус осповакцины (А) или клетки Renca (В). 

Показаны значения для индивидуальных мышей и средние ±SEM. (С) Титры нейтрализующих антител в 

сыворотке. Анализ нейтрализации проводили для определения циркулирующих уровней антител против 

вируса осповакцины для мышей, подвергнутых инъекции 1×10
8
 БОЕ TK-, TK-TRIF или дегликозилиро-

ванного TK-TRIF. Титры Nab определяли по наивысшему разведению сыворотки, приводящего по 

меньшей мере к 50% ингибированию инфекции. Значения для индивидуальных мышей и средние ±SEM 

нанесены на график. (D-E) Противоопухолевая активность in vivo в различных моделях. BALB/c, несу-

щих ксенотрансплантаты опухоли Renca (D), или C57BL/6, несущих ксенотрансплантаты опухоли МС38 

(Е), обрабатывали однократной внутривенной дозой указанных вирусов (1×10
8
 БОЕ/мышь). За ростом 

опухоли следили посредством измерений штангенциркулем. Показаны средние для 12-15 мышей на 

группу +SE. (F) Для дегликозилированного TK-TRIF показана более сильная противоопухолевая актив-

ность, чем для TK-GMCSF. Мышам BALB/c, несущим ксенотрансплантаты Renca, инъецировали внут-

ривенно дозу 1×10
8
 БОЕ/мышь TK-GMCSF или дегликозилированного TK-TRIF. Относительный объем 

опухоли после введения вируса нанесен на график (n=12-15 мышей/группу +SE). *, значимое Р<0,05 по 

сравнению с группой PBS. #, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-. ϕ, значимое Р<0,05 по срав-

нению с группой дегликозилированного TK-. ω, значимое Р<0,05 по сравнению с группой TK-TRIF. 

Фиг. 12А-С. (А) Для штамма осповакцины WR с обработкой DS, делецией C12L и экспрессией 

mTRIF (названного UPCI-1812) показаны усиленные противоопухолевые эффекты у мышей BALB/c, 

несущих опухоли 4Т1, относительно современных клинических штаммов WR.TK-GM-CSF+ (в качестве 

модели штамма JX-594). Для вируса UPCI-1812 показана также увеличенная продукция иммунотерапев-

тических цитокинов в микроокружении опухоли, включая (В) интерферон гамма и (С) интерлейкин-12. 

Фиг. 13А-С. (А) Выживаемость различных линий клеток опухолей анализировали после инфекции 

вирусом TK-. (В) Экспрессия вирусных генов в опухолях, полученных из мышей BALB/c и C57BL/6 по-

сле имплантации конкретных линий клеток опухолей, и объем опухолей, полученных из BALB/c и 

C57BL/6 после имплантации конкретных линий клеток опухолей и инфекции TK-. (С) Детекция фосфо-

рилированного Sp6 в миелоидных клетках в опухолях, полученных от мышей BALB/c и C57BL/6 после 

имплантации конкретных линий клеток опухолей и обработки TK-. 

Фиг. 14А-В. (А) Мышей, не несущих опухолей, или несущих подкожные опухоли, происходящие из 

клеток LLC или В16 (50-100 мм
3
), обрабатывали однократной внутривенной инъекцией 1×10

7
 БОЕ 

WR.TK-. Мышей (n=3 на группу и период времени) умерщвляли в указанные периоды времени, и выде-

ляли селезенки и сыворотку. Спленоциты быстро фиксировали и пермеабилизировали (в соответствии с 

опубликованным ранее протоколом авторов настоящего изобретения) , а затем окрашивали способом 

phosflow для детекции активации путей передачи сигнала. Это проводили для регуляторных Т-клеток 

(CD3+CD4+CD8-FoxP3+CD25+) с анализом pSTAT5, pS6 и Ki67; для CD4 Т-клеток (CD3+CD4+CD8-

FOXP3-) с анализом pS6, Ki67, CD44 и CD62L; и для CD8 Т-клеток (CD3 + CD4-CD8+FoxP3-) с анализом 

pS6, Ki67, CD44 и CD62L. (В) Уровни нейтрализующих антител против вируса также проверяли в сыво-

ротке. 

Фиг. 15А-В. (А) Концентрация регуляторных Т-клеток и клеток MDSC в различных моделях опу-

холей на мышах, инфицированных TK-. (В) Концентрация регуляторных Т-клеток, клеток MDSC и CD8+ 

Т-клеток в моделях опухолей 4Т1 и МС38 на мышах, инфицированных TK-. 
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Фиг. 16А-В. (А) Показаны способы отбора для детекции MDSC (слева), и Т-клеток и T-reg (справа) 

для спленоцитов или клеток, выделенных из дезагрегированных опухолей. (В) Уровни MDSC и Т-reg в 

селезенке показаны для мышей, несущих различные опухоли. 

Фиг. 17А-С. (А) Для штамма осповакцины TK- показана очень слабая способность увеличивать ме-

дианную выживаемость (относительно контроля с PBS) в моделях опухолей на мышах, для которых по-

казаны высокие уровни MDSC в исходной точке. Также, терапия вирусом TK- может уменьшать уровни 

(В) T-reg в обработанных опухолях, но не оказывает влияния на уровни MDSC (С). 

Фиг. 18. Анализ иммунного ответа у мышей с имплантированными клетками опухолей МС3 8 после 

обработки иммуногенными штаммами осповакцины, GM-CSF, WR.TK-GM-CSF, WR.B18R-IFNα+, 

WR.B18R-IFNβ+ и WR. B18R-IFNγ+, по сравнению с иммунным ответом, вызванным инфекцией TK-. 

Фиг. 19. Анализ иммунного ответа у мышей с имплантированными клетками опухолей 4Т1 после 

обработки иммуногенными штаммами осповакцины, GM-CSF, WR.TK-GMCSF и WR. B18R-IFNβ+, по 

сравнению с иммунным ответом, вызванным инфекцией TK-. 

Фиг. 20. Экспрессия СОХ2 и HPGD после экспрессии WR-TK-HPGD или обработки ингибитором 

Сох 2, целекоксибом. Бета-актин детектировали в качестве контроля нанесения. Экспрессию PGE2 опре-

деляли в клетках Renca после инфекции WR-TK-HPGD или WR TK-, или обработки целекоксибом. 

Фиг. 21A-D. Экспрессия HPGD с онколитического вируса осповакцины уменьшала количество 

MDSC в опухоли и сенсибилизировала остаточные опухоли к терапии вирусами. (А) Эффект экспрессии 

HPGD на уровни T-reg и MDSC в опухоли. Мышей, несущих опухоли Renca, обрабатывали посредством 

внутриопухолевой инъекции низкой дозы (1×10
7
 БОЕ) указанного вируса, и мышей умерщвляли в ука-

занные периоды времени, опухоли выделяли, дезагрегировали и анализировали проточной цитометрией, 

как ранее. Экспрессия HPGD уменьшает уровни MDSC и T-reg (*p<0,05 по сравнению с контролем). (В) 

Усиленная терапевтическая активность WR.TK-.HPGD+. Мышей, несущих подкожные опухоли Renca 

или МС38, обрабатывали посредством однократной внутриопухолевой инъекции PBS или 1×10
7
 БОЕ 

WR.TK- или WR.TK-HPGD+, и за последующим ростом опухоли следили посредством измерения штан-

генциркулем (n=15 на группу; WR.TK-HPGD+ значимо (р<0,05) задерживал рост опухоли от суток 3 

(RENCA) или суток 7 (МС38) по сравнению с WR.TK- и приводил к 3 полным ответам для RENCA и 2 

для МС38. Ни для одной мыши из любой другой группы не показан CR) . (С) Сравнение роста опухоли и 

экспрессии вирусных генов для обработки WR.TK-.HPGD+. Рост опухоли для индивидуальных мышей с 

опухолями Renca и после обработки WR.TK-HPGD+ нанесен на график, по сравнению с контролем с 

PBS (серый столбец) и разделен на обладающих хорошим (сплошная линия) и наилучшим (пунктирная 

линия) ответом. Сигнал биолюминесценции (экспрессия вирусных генов) в опухоли на сутки 1 и 5 нор-

мализован по объему опухоли и показан для обладающих как хорошим, так и наилучшим ответом. (D) 

Экспрессия HPGD не уменьшала экспрессию вирусных генов. Показана экспрессия вирусного гена лю-

циферазы внутри опухоли через 24 ч после обработки WR.TK- или WR.TK-HPGD+. 

Фиг. 22. Объем опухоли как функция суток после обработки контролем с PBS (CTL; круги), отри-

цательным по тимидинкиназе Western Reserve W (WR TK-; квадраты) или отрицательным по тимидин-

киназе (ТК) Western Reserve VV, несущим HPGD (WR TK-HPGD, треугольники) (HPGD представляет 

собой мышиный эквивалент белка 15-PGDH человека). 

Фиг. 23A-D. Процент MDSC в (А) селезенке мышей, инфицированных WR TK-; (В) селезенке мы-

шей, инфицированных WR TK- HPGD; (С) опухоли мышей, инфицированных WR TK-; и (D) опухоли 

мышей, инфицированных WR TK- HPGD. 

Фиг. 24A-D. Экспрессия HPGD усиливает иммунный ответ и изменяет транспорт иммунных клеток 

к опухоли. (А) Профили цитокинов и хемокинов в опухоли после различных обработок. Мышей, несу-

щих опухоли RENCA, обрабатывали, как указано, 1×10
7 

БОЕ различных вирусных штаммов IT и умер-

щвляли через 3 суток. Гомогенаты опухолей подвергали анализам Luminex для количественного опреде-

ления различных цитокинов и хемокинов (*р<0,05). (В) Противоопухолевый ответ CTL увеличивается 

при экспрессии HPGD. В спленоцитах, собранных от несущих опухоль RENCA мышей через 7 суток по-

сле указанных обработок, количественно оценивали противоопухолевый ответ CTL, как определено по-

средством ELISPOT (*р<0,06). (С) Системные изменения уровней хемокинов после различных обрабо-

ток. В сыворотке, собранной от несущих опухоль RENCA мышей через 3 суток после указанных обрабо-

ток, количественно определяли уровни хемокинов посредством ELISA (p<0,05). (D) Активированные 

иммунные клетки предпочтительно нацелены на опухоли, инфицированные экспрессирующим HPGD 

вирусом. Мышам с двух сторон имплантировали опухоли RENCA, и когда они достигали 50-100 мм
3
, им 

инъецировали 1×10
7
 БОЕ WR.TK- в один бок и WR.TK-HPGD+ в противоположный бок, через 24 ч 1×10

7
 

активированных и меченных Су5.5, клеток NK T (CIK) доставляли посредством инъекции в хвостовую 

вену. Через 24 ч для мышей получали изображения посредством биолюминесценции (экспрессия вирус-

ных генов) и флуоресценции (транспорт Т-клеток NK к опухолям) (*р<0,05). Показан репрезентативный 

пример получения изображения посредством флуоресценции. 

Фиг. 25. Экспрессия СОХ2 в опухолях, инфицированных WR.TK-, по сравнению с необработанны-

ми опухолями. 
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Фиг. 26А-В. (А) Выживаемость различных линий клеток после инфекции TK-. (В) Продукция виру-

са и экспрессия генов TK- в различных линиях клеток опухолей. 

На фиг. 27 изображена экспрессия вирусных генов в моделях инфицированных TK- опухолей МС-

38, LLC и АВ12 на мышах через 4 суток или 5 суток после инфекции. 

Фиг. 28. Рост опухоли как функция суток после обработки PBS или инфекции дегликозилирован-

ным WR.TK-TRIF+- (UPCI-1812), Western Reserve TK-, несущим HPGD (W-HPGD) или UPCI-1812 в 

комбинации с экспрессией HPGD. 

Фиг. 29. Продукция улучшенного EEV (мутация A34R K151Е) приводит к уменьшенному уровню 

нейтрализующих антител против вируса (14 суток после IP доставки WR или EEV). 

Фиг. 30. Домены TRIF. В аминокислотной последовательности TRIF человека присутствуют три 

связывающих TRAF домена и домен RHIM, связывающий RIP1. 

5. Подробное описание изобретения 

Для ясности описания, а не для ограничения, подробное описание изобретения разделено на сле-

дующие подразделы: (i) мутации вирусного остова; (ii) модификация вирусного гликозилирования; (iii) 

модификация, стимулирующая ответ Т-клеток; (iv) модификация, ингибирующая иммуносупрессию; (v) 

модификация, улучшающая распространение и активность вируса; (vi) модифицированные вирусы; (vii) 

способы лечения; и (viii) наборы. 

Термин "гомология", в рамках изобретения, относится к степени гомологии между последователь-

ностями нуклеиновой кислоты или аминокислотными последовательностями, как определено с исполь-

зованием известных в данной области способов, в качестве неограничивающих примеров, программного 

обеспечения, такого как BLAST или FASTA. 

5.1. Мутации вирусного остова 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления изобретения, W содержит одну или не-

сколько мутаций его генома, благоприятствующих репликации вируса в клетках злокачественной опухо-

ли и/или усиливающих индукцию иммунного ответа цитотоксических Т-лимфоцитов (CTL). Мутация 

может представлять собой вставку, делецию или замену в одной или нескольких нуклеиновых кислотах 

природного вируса. 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления, мутация приводит к уменьшенной 

экспрессии функционального связывающего интерлейкин-18 белка ("IL-18BP"). В качестве неограничи-

вающих примеров, (i) мутация может приводить к белку с более слабым связыванием с IL-18, чем при-

родный белок W; (ii) мутация может приводить к экспрессии укороченного белка с уменьшенной или 

отсутствующей функциональной активностью; или (iii) мутация может делетировать ген IL-18BP. В кон-

кретном неограничивающем примере, мутация может представлять собой делецию C12L (например, см. 

Symons et al., 2002, J. Gen.Virol. 83:2833-2844). В конкретных вариантах осуществления делеция C12L 

может представлять собой полную или частичную делецию C12L. В качестве неограничивающего при-

мера, частичная делеция C12L может включать в себя мутацию, приводящую к делеции по меньшей мере 

приблизительно 10%, по меньшей мере приблизительно 20%, по меньшей мере приблизительно 30% или 

по меньшей мере приблизительно 40% или более из аминокислотной последовательности белка C12L. 

В дополнительных неограничивающих вариантах осуществления, вирусный остов может содер-

жать, отдельно или в дополнение к одной или нескольким мутациям (включая делецию) в нуклеиновой 

кислоте, кодирующей IL-18BP, описанной выше, мутацию в нуклеиновой кислоте, кодирующей B8R 

(связывающий IFN-гамма белок; например, см. Symons et al., 1995, Cell. 81(4):551-60), B18R (связываю-

щий IFN типа I белок; например, см. Colamonici et al., 1995, J. Biol. Chem. 270(27):15974-8), A35R (инги-

битор представления МНС II; например, см. Rehm et al., 2010, Virology. 397 (1) :176-86 и Roper et al., 

2006, J. Virol. 80 (1):306-13), B15R (связывающий IL-1β белок; например, см. Alcami et al., 1992, Cell. 

71(1) :153-67), связывающие хемокины белки (B29R, G3R, H5R) , ингибитор STAT1 (H1L) ; ингибиторы 

дцРНК или PKR, такие как E3L (например, см. Chang et al., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. 89 (11) : 4825-9) 

или K3L (например, см. Davies et al., 1993, J. Virol. 67(3) :1688-92 и Langland et al., 2002, Virology. 299 (1): 

133-41); подобные Bcl-2 белки (такие как N1, N2, B14, F1, С6, А46 и K7), или их сочетание. 

5.2. Модификация вирусного гликозилирования 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления изобретения, W обрабатывают средст-

вом, модифицирующим гликозилирование. Например, в клетку, продуцирующую VV, можно вводить 

ингибитор гликозилирования и/или культивировать ее в присутствии ингибитора гликозилирования, или 

W можно обрабатывать средством, уменьшающим или модифицирующим гликозилирование. В конкрет-

ных вариантах осуществления W можно подвергать обработке кислотой для уменьшения гликозилиро-

вания вируса. В конкретных вариантах осуществления W по настоящему изобретению можно получать в 

линии клеток, не обладающей функцией гликозилирования, например, из-за мутаций в одном или не-

скольких ферментах гликозилирования. 

В конкретных вариантах осуществления VV, обработанный средством, уменьшающим или уда-

ляющим, или модифицирующим гликозилирование, например, дегликозилированный вирус, может об-

ладать менее приблизительно 90%, менее приблизительно 80%, менее приблизительно 70%, менее при-

близительно 60%, менее приблизительно 50%, менее приблизительно 40%, менее приблизительно 30%, 
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менее приблизительно 20% или менее приблизительно 10% гликозилирования VV, не обработанного 

средством, модифицирующим гликозилирование. 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления, W по настоящему изобретению можно 

обрабатывать ферментом сиалидазой, который уменьшает количество остатков или удаляет остатки сиа-

ловой кислоты с поверхности вируса (например, оболочки). В неограничивающих вариантах осуществ-

ления, W обрабатывают ферментом сиалидазой перед введением пациенту. В конкретном неограничи-

вающем варианте осуществления, фермент сиалидаза представляет собой фермент сиалидазу А (глико-

сиалидаза А, код WS0042) например, в качестве части набора для ферментативного дегликозилирования 

Glycopro (код продукта: GK80110, Prozyme). В конкретных вариантах осуществления W можно обраба-

тывать сиалидазой А в комбинации с N- и О-гликаназами. По изобретению можно использовать также 

другие ферменты, которые удаляют сиаловую кислоту или отщепляют остатки гликозила от вируса, 

включая в качестве неограничивающих примеров нейраминидазы, ПНГазы (например, ПНГазу А или 

ПНГазу F), β1-4 галактозидазу, β-N-этилацетилглюкозаминидазу, или применение химических обрабо-

ток, таких как b-элиминация или щелочной гидролиз или гидразинолиз. 

Без связи с какой-либо конкретной теорией, полагают, что уменьшение гликозилирования, напри-

мер, посредством обработки сиалидазой вируса осповакцины, уменьшает активацию TLR2 и таким обра-

зом задерживает системную иммунную активацию в течение периода вирусной доставки и/или уменьша-

ет продукцию нейтрализующих антител вируса. 

5.3. Модификации, стимулирующие ответ Т-клеток 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления изобретения, W модифицируют для 

включения одной или нескольких нуклеиновых кислот, кодирующих пептид или белок, стимулирующий 

ответ Т-клеток. В конкретных вариантах осуществления пептид или белок, стимулирующий ответ Т-

клеток, может стимулировать экспрессию одного или нескольких провоспалительных цитокинов. На-

пример, и без ограничения, провоспалительные цитокины могут включать в себя IL-4, IL-5, IL-6, IL-12, 

IL-15, IL-18, IL-21, IFN-α, IFN-β, IFN-γ, CCL5 и IP-10. 

Неограничивающие примеры пептида или белка, стимулирующего ответ Т-клеток, включают в себя 

адаптер, содержащий Toll/IL-1R домен, индуцирующий IFN-β ("TRIF"), или его функциональный домен. 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления нуклеиновая кислота может кодиро-

вать TRIF человека, обладающий аминокислотной последовательностью, как указано в UniProtKB No. 

Q8IUC6, или аминокислотной последовательностью, по меньшей мере приблизительно на 90%, по 

меньшей мере приблизительно на 95% или по меньшей мере приблизительно на 98% гомологичной ей, 

или TRIF мыши, обладающий аминокислотной последовательностью, как указано в UniProtKB No. 

Q80UF7, или аминокислотной последовательностью, по меньшей мере приблизительно на 90%, по 

меньшей мере приблизительно на 95% или по меньшей мере приблизительно на 98% гомологичной ей. 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления нуклеиновая кислота может кодиро-

вать один или несколько доменов TRIF, как изображено на фиг. 30. В конкретных вариантах осуществ-

ления нуклеиновую кислоту, кодирующую пептид или белок, стимулирующий ответ Т-клеток, например, 

TRIF, можно клонировать в локус гена тимидинкиназы (ТК) вируса, как изображено на фиг. 4А. Нуклеи-

новая кислота, кодирующая пептид или белок, стимулирующий ответ Т-клеток, может быть функцио-

нально связана с любым промотором, который может приводить к экспрессии нуклеиновой кислоты. В 

рамках изобретения, "функционально связанный" означает, что промотор находится в правильном функ-

циональном местоположении и/или ориентации по отношению к последовательности нуклеиновой ки-

слоты, чтобы контролировать инициацию транскрипции и/или экспрессию этой последовательности. В 

конкретных вариантах осуществления промотор представляет собой промотор вируса осповакцины 

и/или промотор синтетического вируса осповакцины. В конкретных вариантах осуществления промотор 

представляет собой промотор pSE/L синтетического вируса осповакцины. В конкретных вариантах осу-

ществления нуклеиновая кислота, кодирующая пептид или белок, стимулирующий ответ Т-клеток, явля-

ется функционально связанной с вирусным промотором р7.5. 

В других неограничивающих вариантах осуществления, нуклеиновая кислота может кодировать 

гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор ("GM-CSF"), IL-12, IFN-γ или IL-18. В 

конкретных вариантах осуществления более чем одну такую нуклеиновую кислоту можно включать в 

VV. 

5.4. Модификации, ингибирующие иммуносупрессию 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления изобретения, W модифицируют для 

включения одной или нескольких нуклеиновых кислот, кодирующих пептид или белок, или рибонуклеи-

новых кислот или микро-РНК, которые ингибируют или уменьшают иммуносупрессию. Неограничи-

вающие примеры измерений иммуносупрессии включают в себя: уровень супрессорных клеток миело-

идного происхождения ("MDSC"); уровень макрофагов М2; и уровень Т-клеток-помощников по отноше-

нию к супрессорным регуляторным Т-клеткам. В конкретных неограничивающих вариантах осуществ-

ления, нуклеиновая кислота кодирует пептид или белок, или рибонуклеиновую кислоту или микро-РНК, 

которые уменьшают активность простагландина Е2 ("антагонист PGE2"). В конкретных неограничи-
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вающих вариантах осуществления, нуклеиновая кислота кодирует пептид и/или белок, который является 

антагонистом PGE2 (как этот термин используют в настоящем документе), вызывающим деградацию 

PGE2. В конкретном неограничивающем примере, белок, вызывающий деградацию PGE2, представляет 

собой 15-PGDH (человека) или HPGD (мыши). Например, и без ограничения, 15-PGDH может обладать 

аминокислотной последовательностью, как указано в UniProtKB No. P15428, или аминокислотной после-

довательностью, по меньшей мере приблизительно на 90%, по меньшей мере приблизительно на 95% 

или по меньшей мере приблизительно на 98% гомологичной ей, и нуклеиновая кислота, кодирующая 15-

PGDH, может обладать последовательностью нуклеиновой кислоты, как указано по номеру доступа в 

GeneBank U632961, или последовательностью нуклеиновой кислоты по меньшей мере приблизительно 

на 90%, по меньшей мере приблизительно на 95% или по меньшей мере приблизительно на 98% гомоло-

гичной ей. В следующих неограничивающих вариантах осуществления, нуклеиновую кислоту, коди-

рующую секретируемый и солюбилизированный вариант внеклеточного рецептора для PGE2, можно 

включать в VV, например, нуклеиновую кислоту, кодирующую ЕР1, ЕР2, ЕР3 и/или ЕР4, где ЕР3 и 4 

обладают более высокой аффинностью. В конкретных вариантах осуществления один или несколько 

пептидов или белков, ингибирующих или уменьшающих иммуносупрессию, могут приводить к умень-

шенной экспрессии одного или нескольких супрессивных хемокинов, таких как, в качестве неограничи-

вающих примеров, CXCL12. В конкретных вариантах осуществления один или несколько пептидов или 

белков, ингибирующих или уменьшающих иммуносупрессию, могут приводить к увеличенной экспрес-

сии одного или нескольких иммуноактивирующих хемокинов, таких как, в качестве неограничивающих 

примеров, CXCL9, CXCL10 и CCL5. 

В конкретных вариантах осуществления нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2, 

можно клонировать в локус гена тимидинкиназы (ТК) вируса. Нуклеиновая кислота, кодирующая пептид 

или белок - антагонист PGE2, может являться функционально связанной с любым промотором, который 

может приводить к экспрессии нуклеиновой кислоты. В конкретных вариантах осуществления нуклеи-

новая кислота, кодирующая пептид или белок - антагонист PGE2, является функционально связанной с 

вирусным промотором р7.5. В конкретных вариантах осуществления промотор представляет собой про-

мотор вируса осповакцины и/или промотор синтетического вируса осповакцины. В конкретных вариан-

тах осуществления промотор представляет собой промотор pSE/L синтетического вируса осповакцины. 

В конкретных вариантах осуществления вирус может включать нуклеиновую кислоту, кодирующую ан-

тагонист PGE2, и нуклеиновую кислоту, кодирующую пептид или белок, стимулирующий ответ Т-

клеток, которые обе являются функционально связанными с промотором, например, вирусным промото-

ром р7.5 и клонированными в локус гена тимидинкиназы (ТК) вируса. 

В следующих неограничивающих вариантах осуществления, иммуноонколитическии вирус по изо-

бретению можно вводить вместе со средством, ингибирующим или уменьшающим количество MDSC, 

включая, в качестве неограничивающих примеров, антитело, нацеленное на поверхностный маркер 

MDSC, такое как антитело против CD33 или его вариабельная область; антитело против CD11b или его 

вариабельная область; ингибитор СОХ2, например, целекоксиб; сунитиниб и/или полностью трансрети-

ноевая кислота (например, см. Najjar and Finke, 2013, Frontiers in Oncology, 3 (49) 1-9). 

5.5. Модификации, улучшающие распространение и активность вируса 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления изобретения, VV модифицируют для 

улучшения распространения и/или активности вируса. В конкретных неограничивающих вариантах осу-

ществления, W модифицируют для увеличения количества продуцируемой внеклеточной покрытой обо-

лочкой формы вируса, например, посредством введения одной или нескольких из следующих мутаций: 

A34R Lys151 до Glu; полная или частичная делеция B5R; мутация/делеция A36R и/или мутация/делеция 

A56R. В конкретных вариантах осуществления VV модифицируют для включения полной или частичной 

делеции B5R. 

6.6. Модифицированные вирусы 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к иммуноонко-

литическому VV, содержащему одну или несколько, или две или более, или три или более, или четыре 

или более, из следующих модификаций, как описано в разделах выше: 

(i) мутация вирусного остова; 

(ii) модификация вирусного гликозилирования; 

(iii) модификация, стимулирующая ответ Т-клеток; 

(iv) модификация, ингибирующая иммуносупрессию; и/или 

(v) модификация, улучшающая распространение и активность вируса. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, содержа-

щему модификацию вирусного гликозилирования и одну или несколько из следующих модификаций, 

как описано в разделах выше: 

(i) мутация вирусного остова; 

(ii) модификация, стимулирующая ответ Т-клеток; 

(iii) модификация, ингибирующая иммуносупрессию; и/или 

(iv) модификация, улучшающая распространение и активность вируса. 
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В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину и который включает или несет, или содержит одну или несколько из следующих модифи-

каций, как описано в разделах выше: 

(i) мутация вирусного остова; 

(ii) модификация, стимулирующая ответ Т-клеток; 

(iii) модификация, ингибирующая иммуносупрессию; и/или 

(iv) модификация, улучшающая распространение и активность вируса. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обладает уменьшенным гликозилированием (например, сиалированием) относительно немодифициро-

ванного вируса и который включает или несет, или содержит одну или несколько из следующих моди-

фикаций, как описано в разделах выше: 

(i) мутация вирусного остова; 

(ii) модификация, стимулирующая ответ Т-клеток; 

(iii) модификация, ингибирующая иммуносупрессию; и/или 

(iv) модификация, улучшающая распространение и активность вируса. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования, перед введением хозяину, или который 

иным образом обладает уменьшенным гликозилированием относительно немодифицированного вируса. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан сиалидазой перед введением хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным ко-

личеством остатков сиаловой кислоты относительно немодифицированного вируса. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к W который 

включает или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

включает или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-

PGDH или HPGD). 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

содержит одну или несколько модификаций, улучшающих распространение и активность вируса, вы-

бранных из группы из мутации A34R Lys151 до Glu; полной или частичной делеции B5R; мута-

ции/делеции A3 6R, и/или мутации/делеции A56R. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

содержит одну или несколько модификаций вирусного остова, выбранных из группы из мутации, 

уменьшающей экспрессию функционального IL-18BP (например, делеции C12L), делеции B8R, делеции 

B18R, делеции A35R, или их сочетание. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования, перед введением хозяину, или который 

иным образом обладает уменьшенным гликозилированием относительно немодифицированного вируса и 

дополнительно включает или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его 

функциональный домен. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-PGDH или 

HPGD). 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен, 

и/или нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-PGDH или HPGD). 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно содержит 

одну или несколько модификаций, улучшающих распространение и активность вируса, выбранных из 

группы из мутации A34R Lys151 до Glu; полной или частичной делеции B5R; мутации/делеции A36R 

и/или мутации/делеции A56R. В конкретных вариантах осуществления настоящее изобретение относится 

к дегликозилированному VV, который содержит полную или частичную делецию B5R. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-
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нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно содержит 

одну или несколько модификаций вирусного остова, выбранных из группы из мутации, уменьшающей 

экспрессию функционального IL-18BP (например, делеции C12L), делеции B8R, делеции B18R, делеции 

A35R, или их сочетание. В конкретных вариантах осуществления настоящее изобретение относится к 

дегликозилированному VV, который содержит делецию C12L. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно содержит 

одну или несколько модификаций вирусного остова, выбранных из группы из мутации, уменьшающей 

экспрессию функционального IL-18BP (например, делеции C12L), делеции B8R, делеции B18R, делеции 

A35R, или их сочетание, и дополнительно содержит одну или несколько модификаций, улучшающих 

распространение и активность вируса, выбранных из группы из мутации A34R Lys151 до Glu; полной 

или частичной делеции B5R; мутации/делеции A36R и/или мутации/делеции A56R. В конкретных вари-

антах осуществления настоящее изобретение относится к дегликозилированному VV, который содержит 

делецию C12L и делецию B5R. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен, и 

дополнительно содержит одну или несколько модификаций вирусного остова, выбранных из группы из 

мутации, уменьшающей экспрессию функционального IL-18BP (например, делеции C12L), делеции B8R, 

делеции B18R, делеции A35R, или их сочетание. В конкретных вариантах осуществления вирус содер-

жит делецию C12L. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-PGDH или 

HPGD) и дополнительно содержит одну или несколько модификаций вирусного остова, выбранных из 

группы из мутации, уменьшающей экспрессию функционального IL-18BP (например, делеции C12L), 

делеции B8R, делеции B18R, делеции A35R, или их сочетание. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к TK-VV, кото-

рый обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед 

введением хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен, и 

нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-PGDH или HPGD), и дополнитель-

но содержит одну или несколько модификаций вирусного остова, выбранных из группы из мутации, 

уменьшающей экспрессию функционального IL-18BP (например, делеции C12L), делеции B8R, делеции 

B18R, делеции A35R, или их сочетание. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен, и 

дополнительно содержит одну или несколько модификаций, улучшающих распространение и активность 

вируса, выбранных из группы из мутации A34R Lys151 до Glu; полной или частичной делеции B5R; му-

тации/делеции A36R и/или мутации/делеции A56R. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса, и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-PGDH или 

HPGD), и дополнительно содержит одну или несколько модификации, улучшающих распространение и 

активность вируса, выбранных из группы из мутации A34R Lys151 до Glu; полной или частичной деле-

ции B5R; мутации/делеции A36R и/или мутации/делеции A56R. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 
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уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен, и 

нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-PGDH или HPGD), и дополнитель-

но содержит одну или несколько модификаций, улучшающих распространение и активность вируса, вы-

бранных из группы из мутации A34R Lys151 до Glu; полной или частичной делеции B5R; мута-

ции/делеции A3 6R и/или мутации/делеции A56R. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV, который 

обработан средством, уменьшающим уровень гликозилирования (например, сиалирования), перед введе-

нием хозяину, или который иным образом обладает уменьшенным гликозилированием (например, 

уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса и дополнительно включает 

или несет, или содержит нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен, и 

нуклеиновую кислоту, кодирующую антагонист PGE2 (например, 15-PGDH или HPGD), и дополнитель-

но содержит одну или несколько модификаций, улучшающих распространение и активность вируса, вы-

бранных из группы из мутации A34R Lys151 до Glu; полной или частичной делеции B5R; мута-

ции/делеции A3 6R и/или мутации/делеции A56R, и содержит одну или несколько модификаций вирус-

ного остова, выбранных из группы из мутации, уменьшающей экспрессию функционального IL-18BP 

(например, делеции C12L), делеции B8R, делеции B18R, делеции A35R, или их сочетание. В конкретных 

вариантах осуществления вирус содержит делецию C12L. В конкретных вариантах осуществления VV 

может содержать делецию C12L и делецию B5R. 

Описанные выше модификации можно получать в VV (вирусе осповакцины), известном в данной 

области. Неограничивающие примеры включают в себя; штамм Western Reserve, штамм Copenhagen; 

штамм Wyeth (NYCBOH); штамм Tian Tian; или штамм USSR (и см. ссылки 1 и 2, ниже). Основной 

штамм VV, модифицированный, как указано в настоящем документе, может сам по себе содержать одну 

или несколько мутаций относительно исходного штамма, в качестве неограничивающих примеров, одну 

или несколько из следующего: делеция в ТК (т.е., обозначенная в настоящем документе как "TK-"); де-

леция в VGF; делеция SPI-1; и/или делеция SPI-2. 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к 

VV со следующими модификациями: 

(i) оболочка с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) отно-

сительно немодифицированного вируса; 

(ii) нуклеиновая кислота, кодирующая TRIF или его функциональный домен; и/или 

(iii) нуклеиновая кислота, кодирующая 15-PGDH или его функциональный домен. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV со сле-

дующими модификациями: 

(i) оболочка с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) отно-

сительно немодифицированного вируса; 

(ii) нуклеиновая кислота, кодирующая TRIF или его функциональный домен; 

(iii) нуклеиновая кислота, кодирующая 15-PGDH или его функциональный домен; и/или 

(iv) делецию C12L. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV со сле-

дующими модификациями: 

(i) оболочка с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) отно-

сительно немодифицированного вируса; 

(ii) нуклеиновая кислота, кодирующая TRIF, или его функциональный домен; 

(iii) нуклеиновая кислота, кодирующая 15-PGDH, или его функциональный домен; 

(iv) делеция C12L; и/или 

(v) делеция B5R. 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к 

VV со следующими модификациями: 

(i) делеция ТК; 

(ii) оболочка с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) отно-

сительно немодифицированного вируса; 

(iii) нуклеиновая кислота, кодирующая TRIF или его функциональный домен; и/или 

(iv) нуклеиновая кислота, кодирующая 15-PGDH или его функциональный домен. 

В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к VV со сле-

дующими модификациями: 

(i) делеция ТК; 

(ii) оболочка с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) отно-

сительно немодифицированного вируса; 

(iii) нуклеиновая кислота, кодирующая TRIF или его функциональный домен; 

(iv) нуклеиновая кислота, кодирующая 15-PGDH или его функциональный домен; и/или 

(v) делеция C12L. 
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В неограничивающих вариантах осуществления, настоящее изобретение относится к W со следую-

щими модификациями: 

(i) делеция ТК; 

(ii) оболочка с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) отно-

сительно немодифицированного вируса; 

(iii) нуклеиновая кислота, кодирующая TRIF или его функциональный домен; 

(iv) нуклеиновая кислота, кодирующая 15-PGDH или его функциональный домен; 

(v) делеция C12L; и/или 

(vi) делеция B5R. 

5.7. Способы лечения 

Настоящее изобретение относится к способу уменьшения роста клеток злокачественной опухоли, 

включающему в себя введение, в клетки злокачественной опухоли пациента, эффективного количества 

иммуноонколитического VV, как описано выше. Уменьшение роста клеток злокачественной опухоли 

может проявляться, например, посредством гибели клеток или замедленной скорости репликации, или 

уменьшенной скорости роста опухоли, содержащей клетки, или продленной выживаемости пациента, 

содержащего клетки злокачественной опухоли. 

"Пациент" или "пациент", как взаимозаменяемо используют в настоящем документе, относится к 

человеку или к не относящемуся к человеку пациенту. Неограничивающие примеры не относящихся к 

человеку пациентов включают в себя нечеловекообразных приматов, собак, кошек, мышей, крыс, мор-

ских свинок, кроликов, свиней, домашнюю птицу, лошадей, коров, коз, овец и т.д. 

Настоящее изобретение относится к способу уменьшения роста опухоли, включающему в себя вве-

дение в опухоль эффективного количества иммуноонколитического VV, как описано выше. Уменьшение 

роста опухоли может проявляться, например, посредством уменьшенной скорости роста или продленной 

выживаемости пациента, содержащего опухоль. 

Настоящее изобретение относится к способу лечения пациента, обладающего злокачественной опу-

холью, включающему в себя введение пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, 

как описано выше. 

"Эффективное количество" в таком способе включает в себя количество, которое уменьшает ско-

рость роста или распространение злокачественной опухоли, или которое продлевает выживаемость па-

циента. В конкретных вариантах осуществления эффективное количество может включать в себя коли-

чество, которое является достаточным для оказания противоракового эффекта у пациента. 

"Противораковый эффект", в рамках изобретения, относится к одному или нескольким из уменьше-

ния агрегации клеточной массы клеток злокачественной опухоли, уменьшения скорости роста клеток 

злокачественной опухоли, уменьшения пролиферации клеток злокачественной опухоли, уменьшения 

массы опухоли, уменьшения объема опухоли, уменьшения пролиферации клеток опухоли, уменьшения 

скорости роста опухоли и/или уменьшения метастазирования опухоли. 

В конкретных вариантах осуществления настоящее изобретение относится к способу оказания про-

тиворакового эффекта у пациента, обладающего злокачественной опухолью, включающему в себя введе-

ние пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, как описано выше. 

В конкретных неограничивающих вариантах осуществления, количество введенного VV (например, 

доза) может составлять между приблизительно 10
3
 и 10

11
 бляшкообразующих единиц (БОЕ), или прибли-

зительно от 10
5
 и 10

10
 БОЕ, или между приблизительно 10

5
 и 10

8
 БОЕ, или между приблизительно 10

5
 и 

10
11

 БОЕ, или между приблизительно 10
8
 и 10

11
 БОЕ. Также см. Thorne and Kirn, 2009, Nat Rev Cancer 9: 

64-71. Следует отметить, что в настоящем документе 10
х
 альтернативно выражают как 1еХ. В конкрет-

ных вариантах осуществления онколитический вирус можно вводить в однократной дозе или можно вво-

дить в множественных дозах. В конкретных вариантах осуществления, где вирус вводят в множествен-

ных дозах, дозы можно вводить последовательно, например, с ежесуточными, еженедельными или еже-

месячными интервалами, или для удовлетворения конкретной необходимости пациента. 

В конкретных вариантах осуществления иммуноонколитическии вирус можно вводить в фармацев-

тической композиции, где вирус присутствует в эффективном количестве и в комбинации с фармацевти-

чески приемлемым носителем. "Фармацевтически приемлемый", в рамках изобретения, включает в себя 

любой носитель, который не нарушает эффективность биологической активности активных ингредиен-

тов и/или который не является токсичным для пациента, которому его вводят. Неограничивающие при-

меры подходящих фармацевтических носителей включают в себя растворы фосфатно-солевого буфера, 

воду, эмульсии, такие как эмульсии масло/вода, различные типы средств для смачивания и стерильные 

растворы. Дополнительные неограничивающие примеры фармацевтически совместимых носителей мо-

гут включать в себя гели, материалы биоадсорбируемой матрицы, элементы для имплантации, содержа-

щие онколитический VV, или любые другие подходящие носитель, средства или материал для доставки 

или диспергирования. Такие носители можно составлять общепринятыми способами и можно вводить 

пациенту в эффективном количестве. 

VV по настоящему изобретению можно получать способами, известными специалисту в данной об-

ласти. В конкретных вариантах осуществления VV можно размножать в подходящих клетках-хозяевах, 
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выделять из клеток-хозяев и хранить в условиях, способствующих стабильности и целостности вируса, 

так что потеря инфекционности с течением времени минимизирована. Например, VV можно сохранять 

посредством замораживания или высушивания, например, посредством лиофилизации. В конкретных 

вариантах осуществления перед введением сохраненный W можно возвращать в жидкое состояние (если 

он был высушен для хранения) и разводить в фармацевтически приемлемом носителе для введения. 

Онколитический вирус можно вводить пациенту с использованием общепринятых способов введе-

ния. В конкретных неограничивающих вариантах осуществления, онколитический вирус можно вводить 

системно. Альтернативно или дополнительно, онколитический вирус можно вводить посредством инъ-

екции в участок злокачественной опухоли, например, в участок опухоли. В качестве неограничивающих 

примеров, способ введения может представлять собой ингаляционное, интраназальное, внутривенное, 

внутриартериальное, интратекальное, внутриопухолевое, интраперитонеальное, внутримышечное, под-

кожное, местное, интрадермальное, местно-регионарное, пероральное введение или их сочетания. В кон-

кретных вариантах осуществления, онколитический вирус можно вводить пациенту из источника, им-

плантированного пациенту. В конкретных вариантах осуществления, введение онколитического вируса 

можно осуществлять посредством непрерывной инфузии в течение выбранного периода времени. В кон-

кретных вариантах осуществления фармацевтическую композицию можно вводить непосредственно в 

участок опухоли, например, посредством прямой внутриопухолевой инъекции. 

Злокачественные опухоли, которые можно лечить посредством терапии иммуноонколитическим 

VV, включают в себя, в качестве неограничивающих примеров аденокарциному, остеосаркому, карци-

ному шейки матки, меланому, печеночноклеточную карциному, рак молочной железы, рак легких, рак 

предстательной железы, рак яичника, лейкоз, лимфому, карциному почки, рак поджелудочной железы, 

рак желудка, карциному ободочной кишки, рак двенадцатиперстной кишки, мультиформную глиобла-

стому, астроцитому и саркому. 

В конкретных вариантах осуществления лечение с использованием иммуноонколитического VV, 

как описано выше, можно использовать отдельно или в комбинации с одним или несколькими противо-

раковыми средствами. "Противораковое средство", в рамках изобретения, может представлять собой лю-

бую молекулу, соединение, химическое вещество или композицию, которые оказывают противораковый 

эффект. Противораковые средства включают в себя, в качестве неограничивающих примеров, химиоте-

рапевтические средства, радиотерапевтические средства, цитокины, ингибиторы иммунных контрольных 

точек, антиангиогенные средства, индуцирующие апоптоз средства, антитела против злокачественных 

опухолей и/или средства против циклин-зависимых киназ. 

В конкретных вариантах осуществления лечение с использованием иммуноонколитического VV 

можно использовать отдельно или в комбинации с одним или несколькими иммуномодулирующим сред-

ствами. Иммуномодулирующее средство может включать в себя любое соединение, молекулу или веще-

ство, способные супрессировать противовирусный иммунитет, ассоциированный с опухолью или злока-

чественной опухолью. В конкретных вариантах осуществления иммуномодулирующее средство является 

способным супрессировать врожденный иммунитет и/или адаптивный иммунитет против онколитиче-

ского вируса. 

Неограничивающие примеры иммуномодулирующих средств включают в себя антитело против 

CD33 или его вариабельную область, антитело против CD11b или его вариабельную область, ингибитор 

СОХ2, например, целекоксиб, цитокины, такие как IL-12, GM-CSF, IL-2, IFNβ И IFNγ, и хемокины, такие 

как MIP-1, МСР-1 и IL-8. В конкретных вариантах осуществления иммуномодулирующее средство 

включает в себя ингибиторы иммунных контрольных точек, такие как, в качестве неограничивающих 

примеров, анти-CTLA4, анти-PD-1, анти-PDL1 и агонисты TLR (например, поли I:С). 

"В комбинации с", в рамках изобретения, означает, что иммуноонколитическии VV и одно или не-

сколько средств вводят пациенту в качестве части режима или плана лечения. В конкретных вариантах 

осуществления использование в комбинации не требует того, чтобы иммуноонколитическии VV и одно 

или несколько средств физически объединяли перед введением, или чтобы их вводили в одни и те же 

временные рамки. В качестве неограничивающего примера, иммуноонколитическии VV и одно или не-

сколько средств можно вводить пациенту, подвергаемому лечению, параллельно, или можно вводить 

одновременно или последовательно в любом порядке или в различные временные точки. 

В конкретных вариантах осуществления способ лечения пациента, обладающего злокачественной 

опухолью, включает в себя введение пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, 

содержащего: (i) оболочку с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалирова-

нием) относительно немодифицированного вируса; (ii) нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его 

функциональный домен; и (iii) нуклеиновую кислоту, кодирующую 15-PGDH или его функциональный 

домен. 

В конкретных вариантах осуществления способ лечения пациента, обладающего злокачественной 

опухолью, включает в себя введение пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, 

содержащего: (i) оболочку с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалирова-

нием) относительно немодифицированного вируса; (ii) нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его 

функциональный домен; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирующую 15-PGDH или его функциональный 
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домен; и (iv) делецию C12L. 

В конкретных вариантах осуществления способ лечения пациента, обладающего злокачественной 

опухолью, включает в себя введение пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, 

содержащего: (i) оболочку с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшенным сиалирова-

нием) относительно немодифицированного вируса; (ii) а нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF, или 

его функциональный домен; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирующую 15-PGDH или его функциональный 

домен; (iv) делецию C12L; и (v) делецию B5R. 

В конкретных вариантах осуществления способ лечения пациента, обладающего злокачественной 

опухолью, включает в себя введение пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, 

содержащего: (i) делецию TK; (ii) оболочку с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшен-

ным сиалированием) относительно немодифицированного вируса; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирую-

щую TRIF или его функциональный домен; и (iv) нуклеиновую кислоту, кодирующую 15-PGDH или его 

функциональный домен. 

В конкретных вариантах осуществления способ лечения пациента, обладающего злокачественной 

опухолью, включает в себя введение пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, 

содержащего: (i) делецию TK; (ii) оболочку с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшен-

ным сиалированием) относительно немодифицированного вируса; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирую-

щую TRIF или его функциональный домен; (iv) нуклеиновую кислоту, кодирующую 15-PGDH или его 

функциональный домен; и (v) делецию C12L. 

В конкретных вариантах осуществления способ лечения пациента, обладающего злокачественной 

опухолью, включает в себя введение пациенту эффективного количества иммуноонколитического VV, 

содержащего: (i) делецию TK; (ii) оболочку с уменьшенным гликозилированием (например, с уменьшен-

ным сиалированием) относительно немодифицированного вируса; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирую-

щую TRIF или его функциональный домен; (iv) нуклеиновую кислоту, кодирующую 15-PGDH или его 

функциональный домен; (v) делецию C12L; и (vi) делецию B5R. 

В конкретных вариантах осуществления способы по настоящему изобретению могут дополнитель-

но включать в себя введение пациенту эффективного количества одного или нескольких средств. В каче-

стве неограничивающих примеров, средство может представлять собой противораковое средство и/или 

иммуномодулирующее средство, как описано выше. 

5.8 Наборы. 

Настоящее изобретение дополнительно относится к наборам, предоставляющим иммуноонколити-

ческий VV, как описано выше. В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобрете-

нию может включать иммуноонколитический VV или фармацевтическую композицию, содержащую 

иммуноонколитический VV, как описано выше. В конкретных вариантах осуществления набор по на-

стоящему изобретению может дополнительно включать один или несколько компонентов, таких как ин-

струкции для применения, устройства и дополнительные реагенты, и компоненты, такие как пробирки, 

контейнеры и шприцы для осуществления способов, описанных выше. В конкретных вариантах осуще-

ствления набор по настоящему изобретению может дополнительно включать одно или несколько 

средств, например, противораковых средств и/или иммуномодулирующих средств, которые можно вво-

дить в комбинации с иммуноонколитическим VV. 

В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению может включать инст-

рукции для применения, устройство для введения иммуноонколитического VV пациенту, или устройство 

для введения дополнительного средства или соединения пациенту. В качестве неограничивающих при-

меров, инструкции могут включать в описание иммуноонколитического VV и, необязательно, других 

компонентов, включенных в набор, и способов введения, включая способы определения соответствую-

щего состояния пациента, надлежащей величины дозы и надлежащего способа введения для введения 

иммуноонколитического VV. Инструкции могут также включать руководство для мониторирования па-

циента на протяжении времени лечения. 

В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению может включать уст-

ройство для введения иммуноонколитического VV пациенту. Любое из множества устройств, известных 

в данной области для введения лекарственных средств и фармацевтических композиций, можно вклю-

чать в наборы, представленные в настоящем документе. В качестве неограничивающих примеров, такие 

устройства включают в себя иглу для подкожных инъекций, иглу для внутривенных инъекций, катетер, 

устройство для безыгольных инъекций, ингалятор и дозатор жидкостей, такой как глазная пипетка. В 

конкретных вариантах осуществления иммуноонколитический VV, предназначенный для системного 

введения, например, посредством внутривенной инъекции, можно включать в набор вместе с иглой для 

подкожных инъекций и шприцем. 

В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению включает эффективное 

количество иммуноонколитического VV, содержащего: (i) оболочку с уменьшенным гликозилированием 

(например, с уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса; (ii) нуклеино-

вую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен; и (iii) нуклеиновую кислоту, коди-

рующую 15-PGDH или его функциональный домен. 
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В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению включает эффективное 

количество иммуноонколитического VV, содержащего: (i) оболочку с уменьшенным гликозилированием 

(например, с уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса; (ii) нуклеино-

вую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирую-

щую 15-PGDH или его функциональный домен; и (iv) делецию C12L. 

В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению включает эффективное 

количество иммуноонколитического VV, содержащего: (i) оболочку с уменьшенным гликозилированием 

(например, с уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного вируса; (ii) нуклеино-

вую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирую-

щую 15-PGDH или его функциональный домен; (iv) делецию C12L; и (v) делецию B5R. 

В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению включает эффективное 

количество иммуноонколитического VV, содержащего: (i) делецию TK; (ii) оболочку с уменьшенным 

гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного 

вируса; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен; и (iv) нуклеино-

вую кислоту, кодирующую 15-PGDH или его функциональный домен. 

В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению включает эффективное 

количество иммуноонколитического VV, содержащего: (i) делецию TK; (ii) оболочку с уменьшенным 

гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного 

вируса; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен; (iv) нуклеиновую 

кислоту, кодирующую 15-PGDH или его функциональный домен; и (v) делецию C12L. 

В конкретных вариантах осуществления набор по настоящему изобретению включает эффективное 

количество иммуноонколитического VV, содержащего: (i) делецию TK; (ii) оболочку с уменьшенным 

гликозилированием (например, с уменьшенным сиалированием) относительно немодифицированного 

вируса; (iii) нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF или его функциональный домен; (iv) нуклеиновую 

кислоту, кодирующую 15-PGDH или его функциональный домен; (v) делецию C12L; и (vi) делецию B5R. 

Следующие примеры предложены для более полной иллюстрации описания, но их не следует рас-

сматривать как ограничивающие его объем. 

6. Пример 1. Эффект мутации остова C12L 

Отрицательный по тимидинкиназе ("TK-") вирус осповакцины (VV) Western Reserve модифициро-

вали для делеции C12L. Штамм осповакцины Western Reserve получали из BEI Resources (Manassas, VA), 

и все использованные или сконструированные рекомбинантные вирусы осповакцины основаны на этом 

штамме. 

Делеционный мутант вируса с отсутствием 40% ORF C12L конструировали с использованием вре-

менной доминантной селекции (Falkner & Moss, 1990, J Virol. 64(6): 3108-3111). Клетки инфицировали 

вирусом осповакцины WR дикого типа и одновременно трансфицировали плазмидой, содержащей об-

ласти 3' и 5' гена C12L. Позволяли происходить рекомбинации, и селективный маркер использовали для 

определения событий рекомбинации. Вирусы титровали посредством анализа образования бляшек на 

клетках BSC-1, выделяли и очищали, как описано ранее, для использования in vivo (Sampath, P et al. 

(2013) Mol. Ther., 21: 620-628). 

Мышам C57BL/6, несущим опухоль СМТ-93, вводили 5×10
8 

бляшкообразующих единиц ("БОЕ") 

либо немодифицированного вируса WR, либо вируса, несущего делецию C12L (WR∆C12L). Для тести-

рования специфичности вируса для опухолей, количество вируса в головном мозге, печени, легком и 

опухоли оценивали через 1, 3 и 10 суток после инфекции. Результаты, На фиг. 1А, показывают, что хотя 

приблизительно эквивалентные количества вирусов WR и WR∆C12L обнаружены в печени, легком и 

опухоли через 1 сутки после инфекции, через десять суток очень мало вируса WR∆C12L обнаружено в 

не относящейся к опухоли ткани относительно количества, обнаруженного в опухоли, где различие в 

экспрессии в опухоли/вне опухоли намного меньше для немодифицированного вируса WR. 

Для оценки эффекта мутации C12L на выживаемость, мышей C57BL/6 (закупленных в The Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, ME), несущих подкожные опухоли СМТ-93, обрабатывали внутривенно одно-

кратной дозой 1×10
8
 БОЕ вируса WR или WR∆C12L, а затем мониторировали. В то время как все мыши, 

которым вводили вирус WR, умерли ранее 60 суток после инфекции, через 70 суток 50% животных с 

WR∆C12L были еще живыми (Фиг. 1В). 

Животных сначала иммунизировали WR или WR∆C12L, и Т-клетки от этих мышей (или контроль-

ных мышей) смешивали с WR, и полученные уровни продукции IFN-γ определяли посредством ELISA. 

Результаты показаны на фиг. 1С и указывают на то, что делеция C12L приводит к большей продукции 

CTL или продуцирующих IFN-γ спленоцитов. 

7. Пример 2. Эффект обработки дегликозилированием 

Для тестирования эффекта модификации гликозилирования белков вирусной поверхности, WR TK- 

VV, N-связанные и простые О-связанные гликаны, например, сиаловую кислоту, удаляли с вирусной 

оболочки с использованием сиалидазы А (гликосиалидаза А, код WS0042) или коктейля N- и О-гликаназ 

и сиалидазы А (набора для ферментативного дегликозилирования Glycopro, код продукта: GK80110, Pro-
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zyme). Неденатурирующий способ дегликозилирования вируса представлял собой отбор (i) 20 мкл ис-

ходного препарата вируса; (ii) добавление 17 мкл деионизированной воды; (iii) добавление 10 мкл 5Х 

реакционного буфера; (iv) добавление 1 мкл каждого из N-гликаназы, сиалидазы А и О-гликаназы (или 

любого фермента, используемого отдельно, с 19 мкл деионизированной воды); и (v) инкубацию при 37°С 

в течение 16 ч перед использованием. Дегликозилирование вируса подтверждали посредством анализа 

вестерн-блоттингом (Фиг. 2А). 

Эффект дегликозилирования на инфекционность вируса оценивали в различных линиях клеток 

опухолей мышей, инфицированных TK- ("WR" или "WR.TK-) или его дегликозилированным вариантом 

("TK-deglyc" и "DS WR.TK-") при MOI 1. Линии клеток HeLa (аденокарцинома шейки матки человека), 

Bsc-1 (клетки нормальной почки зеленой мартышки), 143В (остеосаркома человека), CV-1 (фибробласты 

почки зеленой мартышки), Renca (аденокарцинома почки мыши) и 4Т1 (рак молочной железы мыши) 

получали из Американской коллекции типовых культур (Manassas, VA). Клетки HEK293-mTLR2 приоб-

ретали из InvivoGen (San Diego, CA). Линии клеток МС38 (аденокарцинома ободочной кишки мыши) и 

MEF (эмбриональные фибробласты мыши) были, соответственно, любезно предоставлены Dr. David 

Bartlett и Dr. Robert Sobol (University of Pittsburgh Cancer Center). Все линии клеток поддерживали в ре-

комендованных средах для культивирования, содержащих 5-10% эмбриональной телячьей сыворотки и 

антибиотики, при 37°С, 5% СО2. Инфекционность вируса определяли посредством анализа экспрессии 

вирусных генов. Экспрессию вирусных генов измеряли через 3 ч после инфекции посредством получе-

ния изображений с помощью биолюминесценции экспрессии люциферазы in vitro. Для культивируемых 

клеток, 10 мкл 30 мг/мл D-люциферина (GoldBio, St Louis, МО) добавляли к 1 мл среды для культивиро-

вания. Как показано на фиг. 2В, дегликозилирование оболочки вируса не оказывало эффект на инфекци-

онность вируса. 

Эффект дегликозилирования на активацию TLR2 оценивали в модельной системе, в которой изме-

ряют активацию NF-κВ В клетках HEK293, сконструированных для экспрессии TLR2 (HEK2 93/mTLR2) 

и трансфицированных pNiFty, репортерной плазмидой для передачи сигнала TLR. pNiFty (репортерную 

плазмиду для передачи сигнала TLR - люциферазы) получали из InvivoGen и трансфицировали в клетки 

HEK2 93/mTLR2 с использованием реагента для трансфекции FuGENE HD (Promega, Madison, WI). 

Клетки HEK2 93/mTLR2 инфицировали при MOI 1 вирусом WR или дегликозилированным WR, и акти-

вацию TLR2 количественно определяли через 24 ч после инфекции посредством получения изображений 

с помощью биолюминесценции. Как показано на фиг. 2С, дегликозилирование вируса приводило к 

меньшей активации TLR2 in vitro по сравнению с вирусом, не являвшимся дегликозилированным. Кроме 

того, и как можно наблюдать на фиг. 3А, дегликозилированный вирус являлся ассоциированным со зна-

чительно меньшей активацией TLR2, чем вирус WR. 

Для дегликозилированного вируса показано также большее поглощение опухолями. Для этих экс-

периментов, ген люциферазы под контролем промотора pSE/L синтетического вируса осповакцины 

(Chakrabarti et al. (1997). Biotechniques 23: 1094-1097) включали в вирус осповакцины WR.TK- или DS 

WR.TK- ("WR.TK-Luc+" и "DS WR.TK-Luc+", соответственно), и вводили внутривенно мышам BALB/c 

(закупленным из The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME), несущим подкожную опухоль 4Т1. Экспрес-

сию вирусных генов в опухоли можно затем измерять посредством получения изображений с помощью 

биолюминесценции для экспрессии люциферазы in vivo. Для моделях на животных, дозу 4,5 мг D-

люциферина на мышь инъецировали интраперитонеально перед получением изображений. IVIS модели 

2000 (PerkinElmer, Waltham, MA) использовали для получения изображений, и изображения анализиро-

вали с помощью программного обеспечения Livinglmage (PerkinElmer). 

На фиг. 3В показано, что через 24 ч после инфекции присутствовала значительно более высокая 

экспрессия вируса DS WR.TK-Luc+ в опухоли относительно его гликозилированного эквивалента. Этого 

различия в поглощении не наблюдали в не относящихся к опухоли тканях. На фиг. 3С показано, что ин-

фекция десиалированным вирусом приводит к меньшему объему опухоли. Кроме того, мышей BALB/c, 

несущих подкожные ксенотрансплантаты клеток Renca (аденокарцинома почки мыши) случайным обра-

зом распределяли и инъецировали им однократную внутривенную дозу 1×10
8
 БОЕ на мышь вируса TK- 

или дегликозилированного TK-. Кинетику экспрессии вирусных генов внутри опухоли мониторировали 

посредством получения изображений с помощью биолюминесценции для экспрессии вирусной люцифе-

разы. Как показано на фиг. 2Е, дегликозилирование вирусной оболочки увеличивало экспрессию гена в 

опухолях in vivo. 

Эффект дегликозилирования вируса на присутствие pSTAT1-pSTAT3+ лимфоцитов анализировали 

в мышах C57BL/6, подвергнутых внутривенной инъекции 1×10
7
 БОЕ вируса WR или дегликозилирован-

ного WR. Селезенки собирали от мышей C57BL/6 через 1 ч после инъекции указанных вирусов и спле-

ноциты выделяли, фиксировали в 1,6% PFA и пермеабилизировали метанолом. Анализы двухцветного 

внутриклеточного иммуноокрашивания проводили с использованием проточного цитометра LSRFortessa 

(BD Biosciences, San Jose, California). Спленоциты окрашивали с использованием антител с PacificBlue 

против pSTAT1 мыши и с AlexaFluor647 против pSTAT3 мыши (BD Biosciences). Процентное содержа-

ние pSTAT1-pSTAT3+ лимфоцитов определяли посредством проточной цитометрии, и PBS и 
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PAM(3)CSK(4) использовали в качестве контроля. На фиг. 2D показано, что фосфорилирование STAT3 

истощено в лимфоцитах селезенки мышей, инъецированных дегликозилированным вирусом осповакци-

ны. 

Для определения иммунного ответа против вируса in vivo, проводили анализы нейтрализующих ан-

тител. Кратко, содержащую антитело сыворотку получали от мышей, обработанных, как указано, на су-

тки 14 после инъекции вируса, и серийные разведения сыворотки (начиная с 1/20) использовали для ней-

трализации 1000 БОЕ TK- вируса осповакцины. 2*10
4
 клеток HeLa высевали на лунку в 96-луночный 

планшет и инфицировали смесью сыворотка-вирус. На сутки 4 после инфекции, планшеты промывали 

PBS, и оптическую плотность количественно определяли после окрашивания культур с использованием 

набора для нерадиоактивного анализа пролиферации клеток (Promega, Madison, WI). Значения IC50 (раз-

ведение сыворотки, необходимое для нейтрализации вируса осповакцины, способное индуцировать 50% 

ингибирование клеток) определяли из кривых зависимости "доза-эффект" посредством стандартной не-

линейной регрессии, с использованием адаптивного уравнения Хилла. Как показано на фиг. 3D, количе-

ство нейтрализующих антител против вируса больше у мышей C57BL/6 дикого типа, чем у мышей, не-

сущих мутацию нокаута TLR2. Соответственно, более низкая активация TLR2, ассоциированная с дегли-

козилированным вирусом, может быть ассоциирована с меньшей продукцией антител против вируса и 

улучшенным противоопухолевым ответом. 

8. Пример 3. Эффект экспрессии TRIF 

Нуклеиновую кислоту, кодирующую TRIF мыши, вводили в вирус WR.TK- и оценивали его эффект 

на Т-клетки. TRIF экспрессировался из локуса тимидинкиназы, экспрессируемого с раннего/позднего 

промотора р7 . 5 вируса осповакцины ("TK-TRIF" или "WR.TK-.TRIF"; фиг. 4А). Получали вирус A 

WR.TK-, обладающий нуклеиновой кислотой, кодирующей DAI мыши (DLM-1/ZBP1), экспрессируемый 

с р7.5, и клонированной в локус гена тимидинкиназы вируса ("TK-DAI"; фиг. 4А). 

ELISA проводили для подтверждения экспрессии TRIF из вируса TK-TRIF (Фиг. 4В). Для ELISA, 

набор для ELISA TRIF мыши использовали для определения концентрации TRIF в супернатанте или экс-

трактах клеток из клеток, инфицированных при MOI 1 (БОЕ/клетку) TK-TRIF. Как показано на фиг. 4В, 

вирус TK-TRIF специфически экспрессировал TRIF по сравнению с TK-. Вестерн-блоттинг использовали 

для подтверждения экспрессии DAI из вируса TK-DAI (Фиг. 4С). Для анализа вестерн-блоттингом, куль-

туры клеток высевали в 6-луночные планшеты и инфицировали при MOI 5 (БОЕ/клетку) и через 24 ч 

после инфекции, экстракты белка из цельных клеток инкубировали в буфере для лизиса клеток (Cell Sig-

naling Technology Inc, Danvers, MA) в течение 1 ч при 4°С. Осветленные образцы (15 мкг/дорожку) раз-

деляли посредством SDS-PAGE в 10% геле и переносили на нитроцеллюлозную мембрану. Белок DAI 

мыши детектировали посредством иммуноблоттинга мембран с использованием поликлонального пер-

вичного антитела против DAI (кролика, Abeam, Cambridge, MA) и поликлонального антитела против ан-

тител кролика, конъюгированного с HRP (козы, Thermo Scientific, Waltham, MA). Мышиное монокло-

нальное антитело против Р-актина (SantaCruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA) и конъюгированное с пе-

роксидазой антитело против антител мыши (козы, Thermo Scientific) использовали для иммуноблоттинга 

β-актина в качестве контроля нанесения. Как показано на фиг. 4С, вирус TK-DAI специфически экспрес-

сировал DAI по сравнению с TK-. 

Как показано на фиг. 5А, экспрессия TRIF приводила к увеличению продукции интерферона типа I 

лимфоцитами in vitro. Экспрессия TRIF увеличивала также продукцию CTL in vivo, как показано по ана-

лизу ELISpot (Фиг. 5В). Для анализов ELISpot, от мышей получали спленоциты. Спленоциты смешивали 

с клетками опухолей или спленоцитами, ранее инфицированными УФ-инактивированным вирусом оспо-

вакцины в соотношении 5:1. Наивные спленоциты от каждой мыши использовали в качестве контроля. 

96-луночные планшеты для фильтрования с мембраной (EMD Millipore, Billerica, MA), покрытые 15 

мкг/мл моноклонального антитела против IFN-γ мыши AN18 (Mabtech, Inc., Cincinnati, ОН), использова-

ли для анализов. Клетки поддерживали в течение 48 ч при 37°С, и пятна детектировали с использованием 

1 мкг/мл биотинилированного антитела против IFN-γ мыши R4-6A2-биотин (Mabtech). Планшеты прояв-

ляли с использованием набора ABC и набора субстратов АЕС для пероксидазы (Vector Laboratories, Inc., 

Burlingame, CA). Специфические пятна подсчитывали и анализировали с использованием анализатора и 

программного обеспечения ImmunoSpot (CTL, Shaker Heights, ОН). 

Анализ высвобождения цитокинов и хемокинов in vitro и in vivo через 24 ч после инфекции TK-, 

TK-TRIF или TK-DAI (MOI 1) проводили посредством анализа Luminex. Для супернатантов культуры 

клеток, использовали набор с мультиплексной панелью цитокинов мыши (5-плексный) из Milipore (Bil-

lerica, MA) и 2-плексного набора для анализа белков мыши из Panomics (Redwood City, CA). Для лизатов 

опухолей, набор с 20-плексной панелью цитокинов мыши из Invitrogen (Carlsbad, CA) использовали для 

определения концентраций в опухолях, собранных на сутки 4 после введения вируса осповакцины. Опу-

холи гомогенизировали с использованием пробирок Lysing Matrix D и устройства FastPrep-24. Как пока-

зано на Фиг. 6А и С, концентрации pIKKβ, IL-6, IP-10, TNF-α и IFN-β значимо увеличивались после ин-

фекции TK-TRIF по сравнению с TK- в различных линиях клеток опухолей. Кроме того, мышей BALB/c 

с прижившимися подкожными ксенотрансплантатами Renca, подвергнутых инъекции однократной внут-
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ривенной дозой 1×10
8
 БОЕ на мышь TK- или TK-TRIF, анализировали для определения внутриопухоле-

вой концентрации цитокинов и хемокинов in vivo. Через 4 суток после инъекции, опухоли собирали, и 

концентрацию различных цитокинов и хемокинов определяли в лизатах опухолей посредством анализов 

luminex или ELISA. На фиг. 6D показано, что внутриопухолевые концентрации INF-γ, IL-12, IP-10, TNF-

α, IL-1β, GM-CSF и КС значимо увеличивались в ответ на TK-TRIF по сравнению с TK-. 

Активацию путей NF-κВ И IRF3 анализировали после инфекции TK-TRIF и TK-DAI. Анализы ELI-

SA использовали для определения концентраций pIKKβ и IRF3 в цитоплазматических и ядерных экс-

трактах, соответственно, клеток 4Т1 или MEF, инфицированных TK-, TK-TRIF или TK-DAI при MOI 1. 

Как показано на фиг. 6А и В, TK-TRIF увеличивал активацию путей передачи сигнала NF-κВ И IRF3, как 

наблюдали по увеличению концентрации pIKKβ и IRF3 при экспрессии через 24 ч после инфекции. На 

фиг. 7А показано, что фосфорилирование NF-κВ увеличивалось после инфекции TK-TRIF и TK-DAI. Для 

HMGB1 и Hsp-70, которые функционируют как регуляторы NF-κВ, также показана измененная экспрес-

сия после инфекции TK-TRIF (Фиг. 7В и 7С). Присутствие CD4+ Т-клеток-помощников и CD8+ цитоток-

сических Т-клеток анализировали после инфекции TK-, TK-TRIF. Как показано на фиг. 7D и Е, количе-

ство цитотоксических Т-клеток и Т-клеток-помощников было выше у мышей, инфицированных TK-

TRIF. 

Анализ репликации и противоопухолевой активности TK-TRIF проводили в различных клетках 

опухолей мышей. Различные линии клеток опухолей инфицировали при MOI 1, и продукцию вируса из-

меряли посредством анализа бляшек ELISpot, как описано выше, в различные моменты времени. Как 

показано на фиг. 8А, продукция вируса как TK-TIRF, так и TK-DAI, являлась значимо меньшей в устой-

чивых клетках Renca по сравнению с TK-, но продукция вируса как TK-TIRF, так и TK-DAI в клетках 

МС38 и 4Т1 находилась на уровнях, сходных с TK- (также см. фиг. 9А). 

Дополнительные анализы вирусной экспрессии в опухолях и объемов опухолей проводили у мы-

шей BALB/c или C57BL/6 с имплантацией ксенотрансплантатов Renca или МС38, соответственно, и у 

мышей BALB/c с имплантацией ксенотрансплантатов 4Т1. Мышам BALB/c или C57BL/6 инъецировали 

PBS или 1 × 10
8
 БОЕ TK-, TK-TRIF или TK-DAI через хвостовую вену. Для полуортотопической модели 

4Т1, 2 × 10
5
 клеток 4Т1 имплантировали в жировой слой молочной железы самок мышей BALB/C. На 

фиг. 8С показано, что экспрессия вирусных генов TK-TRIF и TK-DAI находилась на более низком уров-

не в опухолях из ксенотрансплантатов Renca или МС38, имплантированных мышам BALB/c или 

C57BL/6, соответственно, по сравнению с экспрессией вирусных генов TK-. На фиг. 9С показано, что 

продукция вируса и вирусная экспрессия TK-DAI и TK-TRIF являлась уменьшенной в опухолях по срав-

нению с вирусной экспрессией для вируса TK- или TK-, экспрессирующего GM-CSF ("TK-GMCSF"). 

Мышей BALB/c с опухолями Renca, имплантированными подкожно, обрабатывали в/в дозой 1×10
8
 БОЕ, 

как только опухоли достигали 50-100 мм
3
. Использованные вирусы представляли собой WR.TK- и 

WR.TK-TRIF+ (или контроль с PBS). За последующим ответом опухолей следили посредством измере-

ния штангенциркулем, и уменьшение роста опухоли наблюдали у мышей, инфицированных TK-TRIF 

(Фиг. 5С и Фиг. 8D). Сходный ответ наблюдали у мышей с имплантацией опухолей МС38 (Фиг. 8D) и 

опухолей 4Т1 по сравнению с опухолями, инфицированными TK-GMCSF (Фиг. 9D). 

Цитотоксичность модифицированного вируса по сравнению с TK-определяли посредством прове-

дения анализов цитотоксичности. Анализы цитотоксичности проводили посредством рассева 2 × 10
4 

кле-

ток на лунку в 96-луночные планшеты в DMEM с 5% FBS. Клетки инфицировали серийными разведе-

ниями, начиная с MOI 75 и, на сутки 4 после инфекции, планшеты промывали PBS, и оптическую плот-

ность количественно определяли после окрашивания культур с использованием набора для нерадиоак-

тивного анализа пролиферации клеток (Promega, Madison, WI). Значения IC50 (БОЕ на клетку, необходи-

мое для получения 50% ингибирования) определяли из кривых зависимости "доза-эффект" посредством 

стандартной нелинейной регрессии, с использованием адаптивного уравнения Хилла. На фиг. 8В показа-

на сравнительная цитотоксичность TK-TRIF и TK-DAI в клетках, инфицированных указанными вируса-

ми в дозах в диапазоне от 750 до 0,0025 БОЕ/клетку. Модификация вируса TK- для экспрессии TRIF или 

DAI не приводила к изменению цитотоксичности по сравнению с TK-. Определение количества апопто-

тических клеток по окрашиванию аннексином V, как показано на фиг. 9В, показало, что инфекция клеток 

Renca и 4Т1 приводила к увеличению количества апоптотических клеток. Для оценки апоптоза/некроза 

линий клеток, клетки инфицировали при MOI 1 указанными вирусами и окрашивали с использованием 

набора для детекции апоптоза с аннексином V-FITC (Abcam, Cambridge, MA) через 48 ч после инфекции. 

Анализы проводили с использованием проточного цитометра Accuri С6 (BD Biosciences). 

Проводили эксперименты для определения того, влияет ли TK-TRIF на выживаемость мышей с 

ксенотрансплантатами Renca или МС38 по сравнению с мышами, обработанными TK- или PBS. Обеспе-

чивали приживание ксенотрансплантатов Renca или МС38 у мышей BALB/C или C57BL/6, соответст-

венно, и обрабатывали однократной внутривенной дозой 1×10
8
 БОЕ указанных вирусов или PBS. Как 

показано на фиг. 9Е и F, TK-TRIF значимо улучшал выживаемость по сравнению с обработкой TK-. 
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9. Пример 4. Эффект комбинированных экспрессии TRIF и дегликозилирования 
TK- вирус, модифицированный для экспрессии TRIF, как указано выше в 6.3, дегликозилировали 

("TK-TRIF deglyc") для анализа эффекта, который такая комбинация может оказывать на противоопухо-

левые ответы клеток и противоопухолевую эффективность вируса. 

Для определения токсичности вируса, экспрессирующего TK-TRIF, анализировали массу тела мы-

шей BALB/C с инъецированными внутривенно PBS в качестве контроля или 1×10
8
 БОЕ на мышь TK-, 

TK-TRIF или дегликозилированного TK-TRIF. На фиг. 10А показано, что подвергнутые инъекции TK- 

мыши обладали более 10% уменьшением массы тела на сутки 6 после инъекции вируса, в то время как 

мыши, подвергнутые инъекции TK-TRIF и TK-TRIF deglyc-, обладали профилем массы, сходным с про-

филем для мышей, подвергнутых инъекции PBS, что указывает на то, что TK-TRIF и TK-TRIF deglyc 

являются менее токсичными, чем TK-. 

Анализировали экспрессию вирусных генов TK-TRIF-deglyc in vivo, по сравнению с TK- и TK-

TRIF. Опухоли Renca имплантировали мышам BALB/c, и мышам инъецировали PBS или 1×10
8
 БОЕ TK-, 

TK-TRIF или TK-TRIF deglyc через хвостовую вену. Экспрессию вирусных генов определяли посредст-

вом детекции экспрессии вирусной люциферазы внутри опухолей, измеренной в указанные моменты 

времени. На фиг. 10В показано, что через 24 ч после инфекции присутствовала менее сильная экспрессия 

TK-TRIF и TK-TRIF deglyc в опухолях по сравнению с TK-. 

Проводили эксперименты для определения того, влияет ли TK-TRIF или TK-TRIF deglyc на выжи-

ваемость мышей с ксенотрансплантатами Renca или МС38 по сравнению с мышами, обработанными TK- 

или PBS. Обеспечивали приживание ксенотрансплантатов Renca или МС38 у мышей BALB/C или 

C57BL/6, соответственно, и обрабатывали их однократной внутривенной дозой 1×10
8
 БОЕ указанных 

вирусов или PBS. Как показано на фиг. 10 С и D, TK-TRIF и TK-TRIF deglyc значимо улучшали выжи-

ваемость мышей по сравнению с TK-. А также, TK-TRIF deglyc улучшал выживаемость мышей с опухо-

лями Renca по сравнению с обработкой TK-GMCSF (Фиг. 10Е). 

Клеточные иммунные ответы на вирус осповакцины и клетки опухолей оценивали посредством 

анализа IFN-γ ELISpot, как описано выше в разделе 6.3. На сутки 7 после введения вируса, селезенки со-

бирали от мышей, подвергнутых внутривенной инъекции 1×10
8
 БОЕ указанных вирусов или PBS (мыши 

BALB/c, несущие ксенотрансплантаты Renca) и оценивали количество CTL, узнающих вирус осповакци-

ны или клетки Renca. На фиг. 11А показано, что дегликозилирование и экспрессия TRIF приводили к 

значимому увеличению продукции CTL, узнающих вирус осповакцины, in vivo, по сравнению с отдель-

ными модификациями, например, TK-TRIF или TK-deglyc. В частности, дегликозилированный вирус, 

экспрессирующий TRIF, приводил к увеличению продукции CTL, большему, чем увеличение продукции 

CTL, наблюдаемое для индивидуальных модификаций. Кроме того, На фиг. 11В показано, что деглико-

зилирование и экспрессия TRIF приводили к увеличению количества продукции CTL, узнающих клетки 

RENCA in vivo, пo сравнению с отдельными модификациями, например, TK-TRIF или TK-deglyc . 

Анализ нейтрализации проводили для определения циркулирующих уровней антител против вируса 

осповакцины у мышей, подвергнутых инъекции 1×10
8
 БОЕ TK-, TK-TRIF или дегликозилированного 

TK-TRIF. Титры Nab определяли по наивысшему разведению сыворотки, приводящему по меньшей мере 

к 50% ингибированию инфекции. На фиг. 11С показано, что количество нейтрализующих антител выше 

у мышей C57BL/6 дикого типа, инфицированных TK-, по сравнению с мышами, инфицированными TK-

TRIF, TK-deglyc или TK-TRIF-deglyc. Для мышей, инфицированных TK-TRIF-deglyc, показано наиболь-

шее уменьшение количества нейтрализующих антител в сыворотке. 

Эффект дегликозилированного вируса, экспрессирующего TRIF, на рост опухоли, анализировали у 

мышей BALB/c, несущих ксенотрансплантаты опухоли Renca, или у мышей C57BL/6, несущих ксе-

нотрансплантаты опухоли МС38. Для ксенотрансплантатов опухолей Renca или МС38, линии клеток 

опухолей имплантировали подкожно при 5×10
5
 клеток на мышь мышам BALB/c или C57BL/6, соответст-

венно. Когда опухоли достигали ~50-100 мм
3
, мышей обрабатывали посредством однократной внутри-

венной дозы указанных вирусов (1×10
8
 БОЕ/мышь) В хвостовую вену. Рост опухоли мониторировали 

посредством измерения штангенциркулем и определяли посредством уравнения V(mm
3
)= π/6 × W2 * L, 

где W и L представляют собой ширину и длину опухоли, соответственно. Данные выражали как относи-

тельный размер опухоли на начало терапии, который принимали за 100%. Неожиданно, дегликозилиро-

ванный вирус TK-TRIF приводил к большему уменьшению размера опухоли у несущих ксенотрансплан-

таты RENCA и МС38 мышей по сравнению с аддитивным эффектом комбинации индивидуальных мо-

дификаций или вируса TK- (Фиг. 11D и Е). Кроме того, для дегликозилированного TK-TRIF показана 

улучшенная противоопухолевая активность по сравнению с TK-GMCSF, как наблюдали по значимому 

уменьшению размера опухоли у мышей BALB/c, несущих ксенотрансплантаты Renca (Фиг. 11F) или 

подкожные опухоли 4Т1 у мышей BALB/c (Фиг. 9D). Соответственно, дегликозилированный TK- вирус 

осповакцины, экспрессирующий TRIF, обладает значимо улучшенным противоопухолевым ответом и 

приводит к уменьшению продукции антител против вируса. 
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10. Пример 5. Эффект комбинированных экспрессии TRIF, десиалирования и делеции C12L в UP-

CI-1812 

Вышеописанные модификации, а именно, делецию C12L, десиалирование и введение TRIF, вклю-

чали вместе для получения нового штамма VV UPCI-1812, и эффект этого вируса с тройной модифика-

цией оценивали по его терапевтическим и иммунологическим эффектам. Как показано на фиг. 12А, ин-

фекция UPCI-1812 приводила к значительно лучшей выживаемости, чем WR.TK-, кодирующим GM-CSF. 

Относительно десиалированного вируса с делецией C12L ("vvDD"), UPCI-1812 продуцировал значитель-

но более высокие уровни интерферона гамма (IFN-γ) (Фиг. 12В) и интерлейкина-12 (IL-12) (Фиг. 12С). 

11. Пример 6. Эффект нацеливания на PGE2 

Для видов терапии онколитическими вирусами наконец начали демонстрировать клиническую эф-

фективность в рандомизированных исследованиях, подчеркивающих реальный потенциал этой платфор-

мы. Однако среди современного поколения клинических векторов, те, которые, как обнаружено, являют-

ся наиболее успешными, экспрессировали иммуноактивирующий цитокин (GM-CSF), подкрепляя обилие 

доклинических данных, что указывает на то, что иммунный ответ является ключевым медиатором эф-

фективности вируса. Однако, несмотря на это наблюдение, еще является неясным, как или почему неко-

торые пациенты отвечают хорошо, а другие кажутся устойчивыми к терапии онколитическими вирусами. 

Первоначальные эксперименты проводили для корреляции чувствительности in vitro линии клеток 

опухоли к вирусной инфекции и репликации с ответами in vivo такой же линии клеток при использова-

нии для формирования сингенных опухолей у иммунокомпетентных мышей. 14 различных линий клеток 

опухолей мышей из различных типов опухолей и штаммов мышей анализировали in vitro посредством 

инфекции линий клеток TK- (Фиг. 26А). Продукцию вируса и экспрессию вирусных генов наблюдали в 

14 различных линиях клеток опухолей мышей. Продукцию вируса анализировали посредством рассева 2 

× 10
5
 клеток в 24-луночные планшеты, с последующей инфекцией при MOI 1 (БОЕ/клетку) указанными 

вирусами осповакцины. Через четыре ч после инфекции, культуры дважды промывали PBS и инкубиро-

вали в свежей свободной от вируса среды. В указанные моменты времени после инфекции, культуры 

собирали и замораживали-размораживали три раза для получения экстракта клеток (СЕ). Вирусные тит-

ры определяли посредством анализа образования бляшек на клетках BSC-1. 

Семь из 14 линий далее тестировали in vivo с использованием прямой внутриопухолевой инъекции 

TK- (Фиг. 13А и В и Фиг. 26А и В). Прямую внутриопухолевую инъекцию использовали для уменьше-

ния изменчивости, которая может возникать из-за различий в доставке вируса. Как показано на фиг. 13А 

и В, не наблюдали прямой корреляции между либо репликацией вируса, либо опосредованным вирусом 

уничтожением клеток, и противоопухолевым эффектом in vivo, что указывает на то, что факторы, отлич-

ные от непосредственной онколитической активности, опосредуют противоопухолевые эффекты. 

Онколитические вирусы осповакцины, экспрессирующие люциферазу, использовали в ходе этих 

экспериментов, чтобы позволять анализ экспрессии вирусных генов с течением времени в индивидуаль-

ных мышах (в качестве суррогата для репликации и персистенции вируса), и позволять сравнения с по-

следующим ответом. Две различных закономерности, по-видимому, выведены из данных. Для более ус-

тойчивых моделей опухолей, определенных как те, в которых терапия вирусом увеличивает общую вы-

живаемость менее чем на 2 недели, как наблюдали для Renca, B16, PAN02 и 4Т1, прямую корреляцию 

можно вывести в пределах каждой индивидуальной модели опухоли, так что уровень экспрессии вирус-

ных генов через 24 час соответствовал последующему ответу (Фиг. 13В). Таким образом, даже несмотря 

на то, что репликация in vitro не коррелирует с активностью in vivo при сравнении моделей опухолей 

(предположительно из-за влияния таких факторов, как ЕСМ и не относящиеся к опухоли клетки в опухо-

ли), в пределах любой одной индивидуальной модели опухоли существует корреляция между экспресси-

ей ранних вирусных генов и последующим ответом. Без связи с конкретной теорией, полагают, что реп-

ликация вируса и прямая онколитическая активность является ключевым медиатором ограниченного 

ответа в более устойчивых моделях опухолей. Однако отличную закономерность наблюдали в опухолях, 

хорошо отвечавших на терапию вирусом, которые включают в себя модели опухолей АВ12, LLC, MC38. 

В этих моделях для опухолей с наилучшим ответом в пределах каждой модели показано быстрое и ак-

тивное выведение вируса после исходной инфекции и ранней репликации (Фиг. 13В и Фиг. 27). Это ак-

тивное выведение позволяет предполагать индукцию сильного иммунного ответа для усиления прямых 

онколитических эффектов вируса в лучше отвечающих моделях опухолей. 

Для более тщательной проверки этого наблюдения, первоначально выбраны две модели опухолей с 

одинаковым генетическим фоном, для которых показаны сравнимые ответы после обработки вирусом in 

vivo, но для одной из которых (LLC) выявлены показатели активной индукции иммунитета (раннее вы-

ведение вируса) и ограниченное опосредованное вирусом уничтожение клеток in vitro (Фиг. 13В и Фиг. 

26А и В). Другая (В16) являлась более чувствительной к уничтожению вирусом in vitro, и любой ответ in 

vivo, по-видимому, коррелировал с экспрессией ранних вирусных генов (Фиг. 13В и Фиг. 26А и В). Все-

стороннюю проверку активации системных иммунных маркеров после вирусной инфекции сравнивали 

между мышами без опухолей, мышами с опухолями В16 и мышами с опухолями LLC. Они включали в 

себя маркеры активации врожденной ранней передачи сигналов, такие как pS6, pSTAT1, pSTAT3, 
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pSTAT5, в различных популяциях клеток (Фиг. 13С и Фиг. 14А), маркеры пролиферации Т-клеток, такие 

как pS6 и Ki67 (Фиг. 14А) , и маркеры активации, такие как CD44 и CD62L (Фиг. 14А), и ответы нейтра-

лизующих антител (Фиг. 14D). Наблюдали незначительные различия в системном иммунном ответе на 

терапию вирусом между несущими опухоли и не несущими опухолей животными, с одним исключени-

ем, представляющим собой фосфорилирование S6 в некоторых миелоидных клетках рано после инфек-

ции (Фиг. 13С). Наблюдали уменьшение уровней pS6 у несущих опухоли животных, но уменьшение им-

мунной активации являлось наиболее выраженным у несущих опухоль В16 мышей (Фиг. 13С и Фиг. 

14А). Это верифицировали в других моделях опухолей, снова подтверждая, что уровни pS6 являлись 

уменьшенными в более устойчивых моделях опухолей (включая 4Т1 и RENCA), указывая на дефект от-

вета дендритных клеток (DC), который может опосредовать устойчивость у этих мышей (Фиг. 13С). 

Поскольку наблюдали небольшие различия в системном иммунном ответе, исследовали эффекты 

более локализованной иммунной супрессии внутри опухоли. Различные иммунные клетки ассоциирова-

ны с супрессорным фенотипом, включая супрессорные клетки миелоидного происхождения (MDSC) и 

регуляторные Т-клетки (T-reg) (и М2 mac). Анализировали уровень этих различных типов клеток как в 

селезенке, так и в опухоли, для всех моделей опухолей по сравнению с необработанными животными. 

Для оценки иммунных популяций в опухолях, собирали опухоли от мышей, обработанных, как указано, 

и механически дезагрегировали и расщепляли смесью трех ферментов (коллагеназы типа IV, ДНКазы 

типа IV и гиалуронидазы типа V (Sigma-Aldrich, St Louis, МО)). Анализы четырехцветного иммуноокра-

шивания клеточной поверхности проводили с использованием проточного цитометра Gallios (Beckman 

Coulter, Inc., Brea, CA). Дезагрегированные клетки опухолей окрашивали с использованием антител про-

тив CD3 мыши с РЕ-Су7 (BD Biosciences, San Jose, CA), антител против CD4 мыши с FITC, антител про-

тив CD8 мыши с PerCP-Су5.5 и антител против CD25 мыши с РЕ (eBioscience, San Diego, CA). 

Уровень MDSC, обнаруженный в опухоли для различных моделей опухолей, тесно коррелировал с 

устойчивостью или чувствительностью этой модели к терапии вирусом (Фиг. 15А и В, и Фиг. 16). На-

пример, Renca, обладающие устойчивостью к терапии вирусом, приводили к опухолям с высокими уров-

нями MDSC. На фиг. 17А показано количество MDSC в необработанных опухолях как функция увели-

ченной выживаемости после внутривенной обработки 1е8 БОЕ WR.TK- для ряда модельных систем раз-

личных опухолей. Для штаммов осповакцины показана очень слабая способность к увеличению выжи-

ваемости в моделях опухолей на мышах, обладающих высокими уровнями MDSC в исходной точке. 

Клетки каждой из перечисленных линий клеток для моделей опухолей (Фиг. 17А) имплантировали син-

генным иммунокомпетентным мышам. Затем мышей либо умерщвляли для определения среднего исход-

ного уровня MDSC в полученных опухолях для каждой модели, либо мышей обрабатывали WR.TK- (или 

PBS для контроля)(1е8 БОЕ, введенных внутрь опухоли) и увеличение ожидаемой продолжительности 

жизни (для 50% выживаемости) определяли после обработки (в сутках). На график нанесены "относи-

тельные количества MDSC в опухолях в исходной точке" против "медианного увеличения выживаемости 

после обработки WR.TK- (относительно необработанного контроля)". Большее количество MDSC в ис-

ходной точке коррелировало с уменьшенной эффективностью терапии. 

Исследовали дальнейшие изменения, происходящие в опухоли после терапии вирусом, и наблюда-

ли, что для множества моделей опухолей, таких как 4Т1, RENCA и МС38, добавление терапии вирусом 

осповакцины приводило к потере T-reg, но что уровни MDSC оставались незатронутыми и продолжали 

увеличиваться с течением времени, как они увеличивались в контрольных группах (Фиг. 15А и В, и Фиг. 

16А и В). Терапия вирусом уменьшала уровни T-reg в обработанных опухолях, но не оказывала влияния 

на уровни MDSC. В модели опухоли Renca (имплантированной подкожно мышам BALB/c), относитель-

ные количества T-reg или MDSC в опухоли/мг опухоли определяли в различные периоды времени до или 

после обработки WR.TK- (1е8 БОЕ, введенные внутрь опухоли) (Фиг. 17В и С). Таким образом, кажется, 

что неспособность онколитического вируса осповакцины к нацеливанию на MDSC уменьшала его тера-

певтическую активность в некоторых опухолях, где уровни MDSC являются высокими. Обнаружено 

также, что в опухолях с низкими исходными уровнями MDSC (MC38), терапия вирусом увеличивает 

уровень CD8+ Т-клеток в опухоли, в то время как для более устойчивых моделей опухолей (4Т1) не по-

казано никакого увеличения (Фиг. 15В). 

Проводили анализ иммуногенного штамма осповакцины GM-CSF, экспрессирующего цитокин ко-

лониестимулирующий фактор (CSF). Ранее показано, что GM-CSF приводит к более значительным кли-

ническими ответами, а также ассоциирован с пролиферацией MDSC. На Фиг. Х 18 и 19 показано, что, 

несмотря на то, что более иммуногенные штаммы осповакцины (WR.TK-GMCSF и WR.B18R-IFNβ+) 

дополнительно улучшали некоторые аспекты иммунного ответа в чувствительных моделях опухолей, 

такие как дополнительное уменьшение уровней T-reg и увеличение уровней CD8+ Т-клеток, таких пре-

имуществ не наблюдали в устойчивых в ином отношении моделях опухолей. Без связи с конкретной тео-

рией, полагают, что основное отличие между чувствительными и устойчивыми опухолями относится к 

неспособности вируса индуцировать сильный иммунотерапевтический эффект в опухолях с высокими 

уровнями опосредованной MDSC иммуносупрессии в микроокружении опухоли. 

В недавних сообщениях идентифицировали опосредованную СОХ2 продукцию простагландина 

PGE2 в качестве ключевой детерминанты инфильтрации MDSC и поддержания фенотипа MDSC. Два 
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способа использовали для нацеливания на этот путь. Одним способом являлось применение ингибитора 

СОХ2. Вторым способом являлась экспрессия осуществляющего деградацию простагландина фермента 

HPGD непосредственно с вирусных векторов. Нуклеиновую кислоту, кодирующую гидроксипростаглан-

диндегидрогеназу 15 (HPGD), фермент мыши, осуществляющий деградацию PGE2, вводили в WR.TK-

посредством вставки в локус тимидинкиназы посредством гомологичной рекомбинации и под контроль 

вирусного промотора р7.5 ("TK-HPGD" или "WR.TK-.HPGD"). Как показано на фиг. 20, HPGD специфи-

чески экспрессировался с TK-HPGD и значимо уменьшал уровни PGE2 в клетках Renca, инфицирован-

ных TK-HPGD. Как показано на фиг. 25, полагают, что инфекция WR.TK- может изменять экспрессию 

СОХ2 в опухолях местно в участке инфекции, без продукции значительных уровней экспрессии СОХ2 в 

опухоли в целом, или вирус может избирательно реплицироваться в областях с низкими уровнями СОХ2. 

В исходных экспериментах in vitro и in vivo определили, что даже при токсичных уровнях, ингибиторы 

СОХ2 являлись неспособными к уменьшению уровней PGE2 до в какой-то степени близких к уровню, 

достигаемому при экспрессии HPGD (Фиг. 20). 

Онколитические вирусы осповакцины, экспрессирующие HPGD, тестировали затем в нескольких 

моделях опухолей на мышах. Наблюдали, что количество клеток MDSC в опухоли быстро и значительно 

уменьшалось в селезенке и опухолях после обработки только WR-TK-HPGD (Фиг. 21 и Фиг. 23A-D). 

Обнаружено также, что включение HPGD уменьшало количество MDSC в опухоли и селезенке относи-

тельно немодифицированного вируса WR.TK-. Это являлось специфическим для опухолей, без наблю-

даемой системной токсичности (Фиг. 21А). Интересно, что TK-HPGD индуцировал также более быстрое 

и сильное уменьшение количества T-reg в опухоли. Как показано на фиг. 21В и С, и фиг. 22, инфекция 

WR-TK-HPGD коррелировала с усиленным терапевтическим эффектом в нескольких моделях опухолей 

на мышах in vivo и приводила к меньшим объемам опухолей. Следует отметить, что для модели опухоли, 

которая ранее являлась наиболее устойчивой к терапии вирусом, RENCA, с показанным "только онколи-

тическим" фенотипом и высокими исходными уровнями MDSC, неожиданно показали наибольшее уве-

личение терапевтического преимущества после экспрессии HPGD (Фиг. 21В). 

Закономерности экспрессии вирусных генов сравнивали также для WR.TK- и WR.TK-HPGD в опу-

холи RENCA. Наблюдали, что в то время как для WR.TK- наблюдали "только онколитический" фенотип 

(более высокая экспрессия гена на сутки 1 коррелировала с наибольшим терапевтическим преимущест-

вом), для WR.TK-HPGD+ показан "онколитический и иммунотерапевтический" фенотип, где для лучше 

всего отвечающих опухолей показано активное и быстрое выведение вируса к суткам 5 (Фиг. 21D). Без 

связи с конкретной теорией, полагают, что экспрессия HPGD является способной возвращать иммуноте-

рапевтическую активность вектора в этих более устойчивых моделях, и таким образом, может сенсиби-

лизировать в ином случае устойчивые опухоли к терапии онколитическими вирусами. Это происходило 

несмотря на общую потерю онколитического потенциала экспрессии HPGD. 

Проводили анализ механизмов, опосредующих терапевтические преимущества, наблюдаемые для 

WR.TK-HPGD+. Через 3 суток после обработки, во время, к которому уровни MDSC и T-reg уже были 

существенно уменьшенными в окружении опухоли, отмечено, что только умеренные изменения проис-

ходили в уровнях цитокинов и хемокинов в опухоли (Фиг. 24А). Однако, уровень хемокинов в сыворотке 

заметно изменялся (Фиг. 24В). В частности, хемокины, ассоциированные с привлечением активирован-

ных Т-клеток, включая CCL5, подвергались повышающей регуляции, в то время как уровень CXCL12 

(sdf-1, ассоциированный с иммуносупрессивным фенотипом и неблагоприятным прогнозом) был суще-

ственно снижен (Фиг. 24А и В). Это изменение системного эффекта хемокинов может являться ответст-

венным за опосредование изменений в репертуаре иммунных клеток в опухоли. Это дополнительно ис-

следовали с использованием анализа билатеральной опухоли, где в одну опухоль инъецировали WR.TK-, 

и в опухоль с противоположного бока инъецировали WR.TK-HPGD. Наблюдали значительно больший 

транспорт активированных Т-клеток к экспрессирующей HPGD опухоли (Фиг. 24D). Кроме того, в более 

поздние моменты времени наблюдали, что экспрессия WR.TK-HPGD приводила к существенно увели-

ченным уровням нацеленных на опухоль CTL в селезенке. Эти данные указывают на то, что экспрессия 

HPGD действует не только для ограничения супрессивного окружения в опухоли, но также усиливает 

привлечение Т-клеток, что приводит к более активному противоопухолевому адаптивному иммунному 

ответу. Кроме того, включение HPGD в UPCI-1812 приводило к вирусу, который ингибировал рост опу-

холи значительно более, чем UPCI-1812 ("комбинированный"; фиг. 28). Как показано на фиг. 28, комби-

нированный вирус приводил к большему уменьшению роста опухоли, чем аддитивный эффект вируса 

UPCI-1812 и вируса W-HPGD. Опосредованное вирусом нацеливание на PGE2 являлось способным к 

преодолению локализованной иммуносупрессии, приводя к кардинальным изменениям в микроокруже-

нии опухолей и приводя к сенсибилизации ранее устойчивых опухолей к терапии вирусом. 

13. Пример 7. Модификация, увеличивающая активность и распространение 

На фиг. 29 показан уровень нейтрализующих антител против вируса осповакцины, присутствую-

щих в сыворотке мышей, вакцинированных (1е4 БОЕ) либо WR, либо WR с улучшающей EEV точечной 

мутацией в вирусном гене A34R (Lys151 до Glu). Мутантный штамм A34R вызывает продукцию мень-

шего количества нейтрализующих антител против вируса осповакцины по сравнению с WR-. 
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В настоящем описании процитированы различные публикации, полное содержание которых, таким 

образом, включено в качестве ссылки. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Онколитический вирус осповакцины, включающий нуклеиновую кислоту, кодирующую 15-

гидроксипростагландин дегидрогеназу (15-PGDH) или ее функциональный домен, причем онколитиче-

ский вирус осповакцины является отрицательным по тимидинкиназе. 

2. Онколитический вирус осповакцины по п.1, дополнительно включающий нуклеиновую кислоту, 

кодирующую адаптер, содержащий Toll/IL-1R домен, индуцирующий белок интерферона бета (TRIF) 

или его функциональный домен. 

3. Онколитический вирус осповакцины по п.1 или 2, дополнительно включающий нуклеиновую ки-

слоту, кодирующую гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF) или 

его функциональный домен. 

4. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-3, причем онколитический вирус оспо-

вакцины включает делецию гена тимидинкиназы. 

5. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-4, дополнительно включающий модифи-

кацию, которая увеличивает количество продуцируемой внеклеточной покрытой оболочкой формы ви-

руса. 

6. Онколитический вирус осповакцины по п.5, причем модификация, улучшающая распространение 

и активность вируса, выбрана из группы, состоящей из следующего: замена Lys151 на Glu в A34R, пол-

ная или частичная делеция B5R, мутация или делеция A36R, мутация или делеция A56R и любая из их 

комбинаций. 

7. Онколитический вирус осповакцины по п.6, причем мутация A36R представляет собой амино-

кислотную замену в белке A36R, делеция A36R является полной или частичной делецией белка A36R, 

мутация A56R представляет собой аминокислотную замену в белке A56R и/или делеция A56R является 

полной или частичной делецией в белке A56R. 

8. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-7, дополнительно включающий вирус-

ную оболочку с уменьшенным гликозилированием относительно в остальном идентичного немодифици-

рованного вируса. 

9. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-8, дополнительно включающий мутацию 

вирусного остова, выбранную из группы, состоящей из следующего: полная или частичная делеция 

C12L, делеция или мутация B8R, делеция или мутация B18R, делеция или мутация A35R, мутация B15R 

и любая их комбинация. 

10. Онколитический вирус осповакцины по п.9, причем мутация вирусного остова включает пол-

ную или частичную делецию C12L. 

11. Онколитический вирус осповакцины по п.9 или 10, причем мутация вирусного остова включает 

делецию или мутацию B8R, делецию или мутацию B18R, делецию или мутацию A35R или их комбина-

цию. 

12. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-11, дополнительно содержащий нук-

леиновую кислоту, кодирующую IL-12 или его функциональный домен, нуклеиновую кислоту, коди-

рующую IL-18 или его функциональный домен, и/или нуклеиновую кислоту, кодирующую IFN-γ или его 

функциональный домен. 

13. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.3-12, в котором нуклеиновая кислота, ко-

дирующая TRIF или его функциональный домен, или нуклеиновая кислота, кодирующая GM-CSF или 

его функциональный домен, клонирована в локус гена тимидин киназы. 

14. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-13, причем нуклеиновая кислота, коди-

рующая 15-PGDH или его функциональный домен, клонирована в локус гена тимидин киназы. 

15. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.12-14, причем нуклеиновая кислота, ко-

дирующая IL-12 или его функциональный домен, нуклеиновая кислота, кодирующая IL-18 или его функ-

циональный домен или нуклеиновая кислота, кодирующая IFN-γ или его функциональный домен, клони-

рована в локус гена тимидин киназы. 

16. Онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-15, причем онколитический вирус ос-

повакцины включает штамм Western Reserve. 

17. Способ уменьшения роста клеток злокачественной опухоли, включающий введение в клетку 

злокачественной опухоли эффективного количества онколитического вируса осповакцины по любому из 

пп.1-16. 

18. Способ уменьшения роста клеток опухоли, включающий введение в опухоль эффективного ко-

личества онколитического вируса осповакцины по любому из пп.1-16. 

19. Способ лечения пациента, имеющего злокачественную опухоль, включающий введение пациен-

ту эффективного количество онколитического вируса осповакцины по любому из пп.1-16. 

20. Способ оказания противоракового эффекта у пациента, включающий введение пациенту эффек-

тивного количества онколитического вируса осповакцины по любому из пп.1-16. 

21. Способ по любому из пп.17-20, дополнительно включающий введение одного или более 

средств, выбранных из группы, состоящей из противоракового средства, иммуномодулирующего средст-
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ва, средства, ингибирующего или уменьшающего уровень супрессорных клеток миелоидного происхож-

дения, и любой их комбинации. 

22. Способ по п.21, в котором иммуномодулирующее средство включает средство, подавляющее 

противовирусный иммунитет. 

23. Способ по п.21, в котором иммуномодулирующее средство включает ингибитор иммунных кон-

трольных точек. 

24. Способ по п.23, в котором ингибитор иммунных контрольных точек включает анти-CTLA4 ан-

титело, анти-PD1 антитело, анти-PDL1 антитело, агонист TLR или их комбинацию. 

25. Способ по п.21, в котором иммуномодулирующее средство и средство, ингибирующее или 

уменьшающее уровень супрессорных клеток миелоидного происхождения, независимо выбраны из 

группы, состоящей из: анти-CD33 антитела или его функциональной области, анти-CD11b антитела или 

его функциональной области, цитокина, хемокина, ингибитора СОХ2 и их комбинаций. 

26. Способ по п.25, в котором ингибитор СОХ2 включает целекоксиб. 

27. Способ по любому из пп.21-26, в котором противоракове средство включает химиотерапевтиче-

ское средство, радиотерапевтическое средство, антиангиогенное средство, индуцирующее апоптоз сред-

ство, антитело против злокачественных опухолей, средство против циклинзависимых киназ или их ком-

бинацию. 

28. Применение онколитического вируса осповакцины по любому из пп.1-16 по меньшей мере для 

одной цели из числа: лечения пациента, имеющего рак, уменьшения роста раковых клеток, уменьшения 

роста опухоли и получения противоракового эффекта. 

29. Применение по п.28, в котором онколитический вирус осповакцины используют в комбинации с 

одним или более средствами, выбранными из группы, состоящей из: противоракового средства, иммуно-

модулирующего средства, средства, ингибирующего или уменьшающего уровень супрессорных клеток 

миелоидного происхождения и их комбинаций. 

30. Применение по п.29, в котором иммуномодулирующее средство включает средство, подавляю-

щее противовирусный иммунитет. 

31. Применение по п.29, в котором иммуномодулирующее средство включает ингибитор иммунных 

контрольных точек. 

32. Применение по п.31, в котором ингибитор иммунных контрольных точек включает анти-СТLА4 

антитело, анти-PDl антитело, анти-PDL1 антитело, агонист TLR, или их комбинацию. 

33. Применение по п.29, в котором иммуномодулирующее средство и средство, ингибирующее или 

уменьшающее уровень супрессорных клеток миелоидного происхождения, независимо выбраны из 

группы, состоящей из: анти-CD33 антитела или его функциональной области, анти-CD11b антитела или 

его функциональной области, цитокина, хемокина, ингибитора СОХ2 и их комбинаций. 

34. Применение по п.33, в котором ингибитор СОХ2 включает целекоксиб. 

35. Применение по любому из пп.29-34, в котором противораковое средство включает химиотера-

певтическое средство, радиотерапевтическое средство, антиангиогенное средство, индуцирующее апоп-

тоз средство, антитело против злокачественных опухолей, средство против циклин-зависимых киназ или 

их комбинацию. 

36. Композиция, содержащая онколитический вирус осповакцины по любому из пп.1-16, для при-

менения в по меньшей мере одной цели из числа: лечения пациента, имеющего рак, уменьшения роста 

раковых клеток, уменьшения роста опухоли и получения противоракового эффекта. 

37. Композиция по п.36, дополнительно содержащая дополнительное средство, для применения в 

по меньшей мере одной цели из числа: лечения пациента, имеющего рак, уменьшения роста раковых 

клеток, уменьшения роста опухоли и получения противоракового эффекта. 

38. Композиция по п.36 или 37, в которой дополнительное средство включает противораковое сред-

ство, иммуномодулирующее средство, средство, ингибирующее или уменьшающее уровень супрессор-

ных клеток миелоидного происхождения, или их комбинацию. 

39. Композиция по п.38, в которой иммуномодулирующее средство включает средство, подавляю-

щее противовирусный иммунитет. 

40. Композиция по п.38, в которой иммуномодулирующее средство включает ингибитор иммунных 

контрольных точек. 

41. Композиция по п.40, в которой ингибитор иммунных контрольных точек включает анти-CTLA4 

антитело, анти-PD1 антитело, анти-PDL1 антитело, агонист TLR или их комбинацию. 

42. Композиция по п.38, в которой иммуномодулирующее средство и средство, ингибирующее или 

уменьшающее уровень супрессорных клеток миелоидного происхождения, независимо выбраны из 

группы, состоящей из анти-CD33 антитела или его функциональной области, анти-CD11b антитела или 

его функциональной области, цитокина, хемокина, ингибитора СОХ2 и их комбинаций. 

43. Композиция по п.42, в которой ингибитор СОХ2 включает целекоксиб. 

44. Композиция по любому из пп.38-43, в которой противоракове средство включает химиотерапев-

тическое средство, радиотерапевтическое средство, антиангиогенное средство, индуцирующее апоптоз 

средство, антитело против злокачественных опухолей, средство против циклин-зависимых киназ или их 
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комбинацию. 

45. Композиция по любому из пп.36-44, дополнительно содержащая фармацевтически приемлемый 

носитель. 
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