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(57) Изобретение относится к способу конструирования нуклеиновых кислот в условиях in vitro.
Изобретение дополнительно относится к in vitro конструированию вирусных геномов и к
улучшению вирусных свойств с помощью геномной инженерии in vitro вирусных геномов.
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В частности, изобретение относится к расщеплению вирусного генома в условиях in vitro
с использованием РНК-направляемой Cas9, сборки рекомбинантного генома путем вставки
фрагмента ДНК или РНК в расщепленный вирусный геном и трансформации клетки-хозяина
рекомбинантным геномом. Данный способ также относится к конструированию in vitro для
исправления ошибок в нуклеиновых кислотах.
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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

Настоящая заявка испрашивает приоритет в соответствии с USC 119 (е) по предварительной заявке 

на патент США № 62/092707, поданной 16 декабря 2014 г., предварительной заявке на патент США № 

62/102362, поданной 12 января 2015 г., и предварительной патентной заявке США № 62/242811, подан-

ной 16 октября 2015 г., полное содержание каждой из которых включено в настоящий документ посред-

ством ссылки. 

Перечень последовательностей 

Настоящая заявка содержит ссылки на последовательности нуклеиновой кислоты, которые одно-

временно представлены в виде текстового файла с перечнем последовательностей 

"SGI1840_3WO_Sequence_Listing_ST25.txt", с размером файла (139 кБ) в килобайтах, созданного 15 де-

кабря 2015 г., который включен в качестве ссылки в полном объеме в соответствии со Сводом федераль-

ных нормативных актов США, раздела 37, пункта 1.52(е) (iii) (5). 

Область техники 

Изобретение в основном относится к быстрому конструированию геномов и, более конкретно, к 

конструированию вирусных геномов in vitro. 

Уровень техники 

Вирусы используют во многих научных целях, особенно при разработке профилактических, тера-

певтических и диагностических средств. Для этих целей вирусы часто подвергают генной инженерии. 

Инженерия in vitro требует легко поддающегося обработке организма-хозяина и часто может занять от 

нескольких недель до нескольких месяцев для создания модифицированных вирусов и вирусных векто-

ров (Levin and Bull, Nat. Rev. Microbiol., 2004 Feb; 2(2): 166-73, включенный в настоящий документ по-

средством ссылки). Кроме того, существуют проблемы токсичности, связанные с манипулированием 

многими вирусными геномами в клетках. Усилия по разработке методов генной инженерии in vitro круп-

ных вирусных геномов до сих пор были ограничены наличием уникальных последовательностей целе-

вых рестрикционных ферментов и низкой эффективностью, полученной для расщепления генома и по-

следующей рекомбинантной сборки. Кроме того, многие усилия в области генной инженерии пресекают-

ся неправильно предсказанными вирусными геномными точками окончания репликации. Например, об-

щедоступные PB1-подобные вирусные геномы неправильно размещают концевые последовательности в 

середине генома, что является часто встречающейся ошибкой при использовании современных методов 

секвенирования и сборки генома in silico (Ceyssens et al., Environ Mibrobiol. 2009 Nov; 11(11): 2874-83). 

Остается потребность в быстрой генной инженерии вирусных геномов, особенно для вирусов, ин-

фицирующих генетически неприемлемых хозяев. Изобретение использует Cas9-опосредованное расщеп-

ление in vitro и сборку сайтспецифических модифицированных целых вирусных геномов. Настоящий 

способ значительно увеличивает точность, простоту и скорость, с которой вирусные геномы могут быть 

генетически модифицированы. Кроме того, настоящий способ преодолевает общепризнанную сложность 

манипулирования часто токсичными вирулентными вирусными геномами внутри нативных и гетероло-

гичных клеток-хозяев. Использование раскрытого способа конструирования in vitro также позволяет 

идентифицировать подходящие вирусные геномные концы, что облегчает последующее конструирова-

ние при помощи настоящего раскрытия. 

Коррекция ошибок in vitro представляет собой бесценный метод получения желаемых последова-

тельностей после клонирования или методов сборки. Стандартные методы коррекции ошибок, основа-

ные на ПЦР, которая имеет две неотъемлемые проблемы: 1) ПЦР может вводить дополнительные неже-

лательные мутации в нуклеиновую кислоту; и 2) ПЦР в этом контексте имеет ограничение по размеру 

приблизительно 5 т.п.н. (тысяча пар нуклеотидов), прежде чем она становится все более подверженной 

ошибкам (руководство по набору Quick Change site-directed mutagenesis kit, New England Biolabs, США). 

Поэтому стандартные методы исправления ошибок на основе ПЦР не могут быть надежно выполнены на 

плазмидах размером более 5 т.п.н., либо из-за дополнительных создаемых ПЦР мутаций, либо из-за не-

возможности амплификиции всей матрицы. 

Сущность изобретения 

Среди различных аспектов настоящего раскрытия представлены композиции и способы для конст-

руирования последовательностей нуклеиновых кислот in vitro с использованием РНК-направляемой нук-

леазы. В одном аспекте раскрытие относится к улучшению специфических вирусных свойств при помо-

щи генетической инженерии in vitro последовательностей вирусных нуклеиновых кислот и к улучшен-

ным вирусным композициям или частицам. В другом аспекте раскрытие относится к расщеплению in 

vitro последовательностей вирусных нуклеиновых кислот с использованием эндонуклеазы, направляемой 

РНК, например Cas9, с последующей сборкой последовательности рекомбинантной нуклеиновой кисло-

ты путем вставки фрагмента(ов) ДНК или РНК в расщепленную вирусную нуклеиновую кислоту. 

В некоторых вариантах реализации настоящее изобретение относится к сконструированному виру-

су, содержащему сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту, способную при введении в клет-

ку-хозяина продуцировать не встречающиеся в природе вирусные частицы с двумя или более улучшен-

ными вирусными свойствами по сравнению с вирусными частицами, полученными путем введения не-

сконструированной вирусной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяина. 



038595 

- 2 - 

В некоторых аспектах полученные вирусные частицы имеют по меньшей мере три улучшенных ви-

русных свойства. 

В некоторых аспектах каждое улучшенное вирусное свойство выбрано из группы, состоящей из 

круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации и сборки, 

лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунологического надзора, иммунной стимуляции, им-

мунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фагам, антибиотической сенсиби-

лизации бактерий, модуляции вирулентности и направленного расщепления или редактирования генома 

хозяина. 

В некоторых аспектах сконструированная вирусная нуклеиновая кислота представляет собой скон-

струированный вирусный геном. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном представляет собой сконструированный 

геном бактериофага. В некоторых аспектах по меньшей мере одно из улучшенных вирусных свойств 

представляет собой специфичность к хозяевам. 

В некоторых аспектах каждое улучшенное вирусное свойство представляет собой результат по 

меньшей мере одной модификации в сконструированной вирусной нуклеиновой кислоте. 

В некоторых аспектах по меньшей мере одно улучшенное вирусное свойство представляет собой 

результат по меньшей мере двух модификаций в сконструированной вирусной нуклеиновой кислоте. 

В некоторых аспектах по меньшей мере одна модификация в сконструированной вирусной нуклеи-

новой кислоте представляет собой результат одного этапа конструирования. 

В некоторых аспектах по меньшей мере одна модификация в сконструированной вирусной нуклеи-

новой кислоте представляет собой результат неоднократно повторяемых этапов конструирования. 

В некоторых аспектах по меньшей мере одна из модификаций находится в последовательности 

нуклеиновой кислоты, имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 

SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 50 или SEQ ID NO: 25. 

В некоторых аспектах по меньшей мере одна из модификаций находится в последовательности 

нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

85% идентичности с SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 48 или 

SEQ ID NO: 49. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 85% идентичности с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконст-

руированный вирусный геном дополнительно содержит весь или часть гетерологичного гена gp18. В не-

которых аспектах гетерологичный ген gp18 имеет по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 26. 

В некоторых аспектах гетерологичный ген gp18 кодирует аминокислотную последовательность с по 

меньшей мере 85% идентичностью с SEQ ID NO: 38. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 85% идентичности с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконст-

руированный вирусный геном дополнительно содержит весь или часть сконструированного гена gp34. В 

некоторых аспектах сконструированный ген gp34 кодирует аминокислотную последовательность, со-

держащую мутацию в положении, соответствующем положению 55 аминокислоты в SEQ ID NO: 5. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 85% идентичности с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконст-

руированный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в одной или более последователь-

ностях, имеющих по меньшей мере 85% идентичности с последовательностью, выбранной из группы, 

состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 и SEQ ID NO: 50. В некоторых аспектах скон-

струированный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в каждой последовательности, 

имеющей по меньшей мере 85% идентичности SEQ ID NO: 1, последовательности, имеющей по меньшей 

мере 85% идентичности SEQ ID NO: 2, последовательности, имеющей по меньшей мере 85% идентично-

сти с SEQ ID NO: 3 и последовательности, имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 

50. В некоторых аспектах модификации включают замену G на А в положении, соответствующем поло-

жению 50 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 1, замену G на Т в положении, соответствующем положе-

нию 160 нуклеиновой кислоты в SEQ ID NO: 50, замену А на G в положении, соответствующем положе-

нию 245 нуклеиновой кислоты в SEQ ID NO: 2, замену AT на ТС в положениях, соответствующих поло-

жениям 247-248 нуклеиновой кислоты в SEQ ID NO: 2 и замену А на G в положении, соответствующем 

положению 757 нуклеиновой кислоты в SEQ ID NO: 3. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 85% идентичности с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконст-

руированный вирусный геном дополнительно включает модификацию в одной или более последователь-

ностях нуклеиновой кислоты, кодирующих аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей 

мере 85% идентичности, с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 34, 

SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 и SEQ ID NO: 48. В некоторых аспектах сконструированный вирусный 

геном включает модификацию в последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей каждую из 

аминокислотной последовательности, имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 34, 
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аминокислотной последовательности, имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 35, 

аминокислотной последовательности, имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 36, и 

аминокислотной последовательности, имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 48. В 

некоторых аспектах модификации включают замену С на Y в положении, соответствующем аминокис-

лотному положению 17 в SEQ ID NO: 34, замену D на Y в положении, соответствующем аминокислот-

ному положению 36 в SEQ ID NO: 48, замену D на G в положении, соответствующем аминокислотной 

положению 82 в SEQ ID NO: 35, замену I на S в положении, соответствующем аминокислотному поло-

жению 83 в SEQ ID NO: 35 и замену N на D в положении, соответствующем аминокислотному положе-

нию 253 в SEQ ID NO: 36. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 85% идентичности с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконст-

руированный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в пределах последовательности, 

имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 25. В некоторых аспектах модификация 

представляет собой введение гетерологичной молекулы нуклеиновой кислоты в последовательность, 

имеющую по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 25, или замену последовательности, со-

держащейся в последовательности, имеющей по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 25 с 

гетерологичной молекулой нуклеиновой кислоты. В некоторых аспектах гетерологичная молекула нук-

леиновой кислоты содержит гетерологичную последовательность нуклеиновой кислоты, имеющую по 

меньшей мере 85% идентичности с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID 

NO: 6, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, 

SEQ ID NO: 19 и SEQ ID NO: 20. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 85% идентичности с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконст-

руированный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в пределах последовательности 

нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

85% идентичности с SEQ ID NO: 49. В некоторых аспектах модификация представляет собой введение 

гетерологичной молекулы нуклеиновой кислоты в последовательность нуклеиновой кислоты, кодирую-

щей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичности с SEQ ID NO: 

49, или замену последовательности нуклеиновой кислоты, содержащейся в последовательности нуклеи-

новой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% 

идентичности с SEQ ID NO: 49 с гетерологичной молекулой нуклеиновой кислоты. В некоторых аспек-

тах гетерологичная молекула нуклеиновой кислоты содержит гетерологичную последовательность нук-

леиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% 

идентичности, с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 

39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 и 

SEQ ID NO: 47. 

В некоторых аспектах сконструированная вирусная нуклеиновая кислота содержит гетерологичную 

последовательность нуклеиновой кислоты, функционально связанную с промотором, содержащим по-

следовательность нуклеиновой кислоты, содержащуюся в SEQ ID NO: 21, или ее часть. 

В некоторых аспектах сконструированная вирусная нуклеиновая кислота содержит гетерологичную 

последовательность нуклеиновой кислоты, функционально связанную с терминатором, содержащим по-

следовательность нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 22, или ее часть. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие представляет способ создания сконструи-

рованного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более необходимыми вирусными 

свойствами, включающими: (a) предоставление первого вирусного генома; и (b) создание сконструиро-

ванного вирусного генома путем объединения по меньшей мере одного фрагмента первого вирусного 

генома по меньшей мере с одной молекулой восстанавливающей нуклеиновой кислоты для создания 

второго вирусного генома, содержащего по меньшей мере одну модификацию по сравнению с первым 

вирусным геномом; при этом второй вирусный геном, будучи введенным в клетку-хозяина, способен 

продуцировать вирусные частицы с двумя или более улучшенными вирусными свойствами. 

В некоторых аспектах способ дополнительно содержит (с) повторение этапов (а)-(b) в одном или 

более повторениях. 

В некоторых аспектах каждое улучшенное вирусное свойство выбрано из группы, состоящей из 

круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации и сборки, 

лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунологического надзора, иммунной стимуляции, им-

мунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фагам, антибиотической сенсиби-

лизации бактерий, модуляции вирулентности и направленного расщепления или редактирования генома 

хозяина. 

В некоторых аспектах улучшенное свойство или улучшенные свойства и улучшенное вирусное 

свойство или улучшенные вирусные свойства используются взаимозаменяемо. 

В некоторых аспектах создание сконструированного вирусного генома на стадии (b) включает: (1) 

расщепление in vitro области первого вирусного генома с использованием эндонуклеазы; и (2) сборка по 
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меньшей мере одного фрагмента расщепленного первого вирусного генома с по меньшей мере одной 

молекулой восстанавливающей нуклеиновой кислоты. 

В некоторых аспектах первый вирусный геном выделяют из вирусных частиц. 

В некоторых аспектах первый вирусный геном или по меньшей мере одна восстанавливающая мо-

лекула нуклеиновой кислоты синтезируется в условиях de novo. 

В некоторых аспектах синтез de novo включает объединение химически синтезированных молекул 

нуклеиновой кислоты, ПЦР-амлифицированных последовательностей нуклеиновой кислоты, расщеплен-

ных фрагментов выделенных молекул нуклеиновой кислоты или любых их комбинаций. 

В некоторых аспектах первый вирусный геном или по меньшей мере одну восстанавливающую мо-

лекулу нуклеиновой кислоты амплифицируют перед расщеплением in vitro. 

В некоторых аспектах первый вирусный геном по меньшей мере 3 т.п.н., по меньшей мере 10 т.п.н., 

по меньшей мере 18 т.п.н., по меньшей мере 25 т.п.н. или по меньшей мере 30 т.п.н. 

В некоторых аспектах сборку выполняют in vitro или in vivo. 

В некоторых аспектах сборку выполняют in vitro со смесью, содержащей: (а) выделенную 5'-3'-

экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (b) выделенную невязкую замещаю-

щую ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью или смесь указанной ДНК-полимеразы со вто-

рой ДНК-полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (с) выделенную лигазу; и (d) 

смесь дНТФ в условиях, эффективных для вставки фрагмента в расщепленную вирусную нуклеиновую 

кислоту с образованием рекомбинантной нуклеиновой кислоты, содержащей сконструированный вирус-

ный геном. 

В некоторых аспектах эндонуклеаза представляет собой РНК-направляемую нуклеазу. 

В некоторых аспектах способ дополнительно включает по меньшей мере одну гидовую РНК. 

В некоторых аспектах нуклеаза, управляемая РНК, представляет собой Cas9 или фермент, получен-

ный из Cas9, и в котором по меньшей мере одна гидовая РНК включает 1) химерную гРНК или 2) сrРНК 

и tracrPHK. 

В некоторых аспектах эндонуклеазу инактивируют нагреваением или удаляют перед сборкой. 

В некоторых аспектах система расщепления in vitro дополнительно содержит спермидин. 

В некоторых аспектах способ дополнительно включает трансформирование сконструированного 

вирусного генома в клетку-хозяина. 

В некоторых аспектах способ дополнительно включает использование упаковочного набора in vitro 

для упаковки сконструированного вирусного генома в вирусные частицы. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие представляет собой сконструированный 

вирус, полученный любым из способов, описанных в настоящем документе. В некоторых аспектах скон-

струированный вирус представляет собой любой из сконструированных вирусов, описанных в настоя-

щем документе. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие представляет набор для конструирования 

молекул вирусной нуклеиновой кислоты, содержащий: (а) очищенную рекомбинантную РНК-

направляемую нуклеазу; (b) выделенную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной ак-

тивностью; (с) выделенную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью или 

смесь указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной 

активностью; и (d) выделенную термостабильную лигазу. 

В некоторых аспектах набор дополнительно содержит один или более из: (1) краудинг-агента; (2) 

смеси дНТФ; и (3) подходящего буфера. 

В некоторых аспектах набор дополнительно содержит специально разработанные гидовые РНК. 

В некоторых аспектах набор дополнительно содержит специально разработанные синтезированные 

молекулы нуклеиновой кислоты, предназначенные для использования в качестве вставленного фрагмен-

та ДНК в реакции сборки. 

В некоторых аспектах набор дополнительно содержит компетентные клетки-хозяева для трансфор-

мации. 

В некоторых аспектах набор дополнительно содержит выделенные вирусные геномные нуклеино-

вые кислоты. 

В некоторых вариантах реализации изобретение представляет собой систему сконструированной 

вирусной нуклеиновой кислоты in vitro, содержащую выделенную вирусную нуклеиновую кислоту, ре-

комбинантную РНК-направляемую нуклеазу, по меньшей мере одну гидовую РНК и фрагмент нуклеино-

вой кислоты, который должен быть вставлен в сайт расщепления выделенной нуклеиновой кислоты. 

В некоторых аспектах система такова, что рекомбинантная РНК-направляемая нуклеаза и по мень-

шей мере одна гидовая РНК образуют комплекс, способный расщеплять выделенную вирусную нуклеи-

новую кислоту. 

В некоторых аспектах система дополнительно содержит спермидин. 

В некоторых аспектах система дополнительно содержит выделенную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не 

обладает 3'-экзонуклеазной активностью; выделенную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-экзонук-

леазной активностью или смесь указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-полимеразой, которая не 
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обладает 3'-экзонуклеазной активностью; выделенную лигазу; и смесь дНТФ, причем система находится 

в условиях, которые являются эффективными для вставки фрагмента нуклеиновой кислоты в выделен-

ную вирусную нуклеиновую кислоту в месте расщепления нуклеазой, управляемой РНК, с образованием 

рекомбинантной вирусной нуклеиновой кислоты. 

В некоторых аспектах система, описанная в настоящем документе, такова, что рекомбинантная ви-

русная нуклеиновая кислота способна продуцировать вирусные частицы, не встречающиеся в природе, 

по меньшей мере с двумя улучшенными вирусными свойствами по сравнению с вирусными частицами, 

полученными из несконструированной вирусной нуклеиновой кислоты. В некоторых примерах улуч-

шенное вирусное свойство или свойства выбраны из группы, состоящей из круга хозяев, вирусного ли-

тического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации и сборки, лизиса, величины выхода 

фага, ускользания от иммунологического надзора, иммунной стимуляции, иммунной дезактивации, дис-

персии биопленки, устойчивости бактерий к фагам, антибиотической сенсибилизации бактерий, модуля-

ции вирулентности и направленного расщепления или редактирования генома хозяина. 

В некоторых аспектах в системе, описанной в настоящем документе, нуклеаза, управляемая РНК, 

представляет собой Cas9 или фермент, полученный из Cas9. В некоторых аспектах РНК-направляемую 

нуклеазу инактивируют или удаляют перед сборкой. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие представляет способ конструирования по-

следовательности нуклеиновой кислоты, включающий: (а) обеспечение нуклеиновой кислоты; (b) рас-

щепление in vitro области нуклеиновой кислоты с использованием нуклеазы, управляемой РНК; и (с) 

сборку рекомбинантной нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента ДНК в расщепленную нуклеи-

новую кислоту, причем сборку проводят in vitro в одном сосуде со смесью компонентов, включающих: 

(i) выделенную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (ii) выделенную 

невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью или смесь указанной ДНК-

полимеразы со второй ДНК-полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (iii) вы-

деленную лигазу; и (iv) смесь дНТФ в условиях, эффективных для вставки фрагмента в расщепленную 

нуклеиновую кислоту с образованием рекомбинантной нуклеиновой кислоты. 

В некоторых аспектах нуклеаза, управляемая РНК, представляет собой Cas9 или фермент, получен-

ный из Cas9. В некоторых примерах нуклеазу, управляемую РНК, инактивируют воздействием тепла или 

удаляют до сборки. 

В некоторых аспектах способ дополнительно включает: (d) трансформацию рекомбинантной нук-

леиновой кислоты в клетку-хозяин. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие относится к способу получения нуклеиновой кислоты, 

причем нуклеиновая кислота представляет собой плазмиду, выделенную из клетки-хозяина. В некоторых 

аспектах плазмида составляет по меньшей мере 5 т.п.н. В некоторых аспектах плазмида составляет по 

меньшей мере 6 т.п.н. В некоторых аспектах плазмида составляет по меньшей мере 10 т.п.н. В некоторых 

аспектах плазмида составляет по меньшей мере 15 т.п.н. В некоторых аспектах плазмида составляет по 

меньшей мере 20 т.п.н. 

Краткое описание графических материалов 

На фиг. 1А-1Е показана схема процесса in vitro для прямого конструирования вирусных геномов. А) 

Геномы выделяют из очищенных вирусных частиц с использованием способов, известных специалистам 

в данной области техники. Серыми линиями показан пример дцДНК вирусного генома. Светло-серыми 

линиями на концах генома обозначены прямые концевые повторы, обычно встречающиеся во многих 

вирусных геномах. Б) Вирусные геномы затем расщепляют на одном или нескольких участках местопо-

ложения, в частности, используя нуклеазу, управляемую РНК, такую как Cas9, в сочетании с очищенны-

ми нацеливающими РНК, такими как химерные гРНК, сrРНК и tracrPHK или только сrРНК. На иллюст-

рации изображена РНК-направляемая нуклеаза, нацеленная на определенные вирусные геномные лока-

лизации, в соответствии с указанной РНК. В) РНК-направляемую нуклеазу инактивируют с использова-

нием способов, известных в данной области техники, включая, но без ограничений, воздействие тепла 

и/или удаление с использованием классической экстракции фенол-хлороформом. Г) Вставку ДНК или 

РНК выполняют с использованием способов, известных в данной области техники, включая, но без огра-

ничений, синтез in vitro, амплификацию (ПЦР) или фермент-опосредуемое освобождение от плазмид, 

вирусов или бактериальной геномной ДНК (гДНК). На диаграмме изображены вновь созданные вставки 

(темно-серые линии) с областями гомологии, соответствующими вирусным последовательностям, флан-

кирующим сайт(ы) расщепления РНК-направляемой нуклеазой (серые концевые области). Д) Расщеп-

ленные вирусные геномы и очищенную вставку собирают in vitro с использованием методов, известных в 

данной области техники, включая, но без ограничений, метод сборки Gibson Assembly, SLIC (метод без-

лигазного клонирования, в присутствии белка RecA) и/или сборку Golden Gate. На иллюстрации показан 

собранный рекомбинантный геном, который теперь содержит новую последовательность вставки (темно-

серые линии) в нужной локализации. Е) Рекомбинантные вирусные геномы трансформируют непосред-

ственно в клетки-хозяева с использованием методов, известных в данной области техники, включая, но 

без ограничений, электропорацию или химическую трансформацию. На фигуре показано восстановление 

функциональных вирусных частиц после трансформации инфекционного вирусного генома в восприим-
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чивые клетки-хозяева; 

на фиг. 2А-2Е - конструирование in vitro вирусного генома. А) Очистка ~ 43 т.п.н. дцДНК вирусно-

го генома LUZ19 непосредственно от вирусных частиц. Б) Сайтспецифическое расщепление очищенного 

вирусного генома в двух независимых локализациях для удаления фрагмента гена gp7 с использованием 

РНК-зависимой нуклеазы Cas9 и in vitro транскрибируемых гРНК. В) ПЦР использовали для амплифика-

ции гена gp7 из вируса ΦKF77. Г) Метод сборки in vitro Gibson Assembly использовали для последова-

тельной специфической интеграции ПЦР-амплифицированного фрагмента гена gp7 ΦKF77 в расщеплен-

ный геном LUZ19. Д) Инфекционные геномы, собранные in vitro, трансформировали непосредственно в 

клетки-хозяева для восстановления функциональных вирусных частиц, что подтверждается образовани-

ем бактерий. Е) Внутренние и внешние праймеры использовали в ПЦР для проверки того, что вирусы 

содержат новый фрагмент ДНК в правильном геномном сайте. Все тестируемые вирусные клоны были 

ПЦР-положительными для новой вставки фрагмента gp7 ΦKF77 (правые 7 полос); 

на фиг. 3А-3Б - создание вируса с улучшенными вирусными свойствами после in vitro вирусного 

геномного конструирования. А) На диаграмме показаны геномы естественного вируса LUZ19 и сконст-

руированного производного, несущего ген gp18 вируса LKD16 вместо естественной последовательности 

gp18 LUZ19. Черными стрелками обозначены открытые рамки считывания LUZ19, а серой стрелкой ука-

зан недавно встроенный ген gp18 LKD16. Б) Слева на диаграмме Венна показаны общие и отдельные 

бактерии-хозяева, инфицированные вирусами LUZ19 и LKD16. Были протестированы разнообразные 

коллекции из 282 клинических изолятов P.aeruginosa. Справа на диаграмме Венна показано, что сконст-

руированный вирус LUZ19, содержащий ген gp18 LKD16, имеет расширенный круг хозяев, включая 3 из 

6 штаммов, ранее зараженных только LKD16; 

на фиг. 4А-4В - схемы, демонстрирующие процесс, используемый для идентификации и выбора ге-

нетических элементов и точечных мутаций, необходимых для расширения круга хозяев и разработки 

способности вирусов с широким кругом хозяев заражать полный круг хозяев рода вирусов А) Схемати-

ческое представление процесса, используемого для идентификации мутаций, ответственных за специ-

фичность к кругу хозяев. Б) На схематическом представлении изображены модификации генома, необ-

ходимые для создания вируса LUZ19 с широким кругом хозяев (ШКХ-LUZ19); звездочки (*) определяют 

локализацию каждой точечной мутации, связанной с кругом хозяев. Метки gp13 C17Y, gp18 D36Y, gp38 

D82G и 183S, и gp40 N253D описывают генные продукты и аминокислотную точечную мутацию, свя-

занную с расширением круга хозяев LUZ19. РА7245, РА7255, РА7410, РА7427, РА7503 и РА7686 пред-

ставляют собой клинические изоляты Р.aeruginosa, восприимчивые только к LKD16 и ШКХ-LUZ19; 

PA7649 представляют собой клинические изоляты P.aeruginosa, чувствительные только к ΦKMV и 

ШКХ-LUZ19. Клинические изоляты, инфицированные после добавления данной мутации, изображены 

выше данной мутации. В) Слева на диаграмме Венна показаны общие и отдельные бактерии-хозяева, 

инфицированные вирусами LUZ19, LKD16 и ΦKMV. Справа на диаграмме Венна показано, что сконст-

руированный вирус ШКХ-LUZ19, содержащий описанные выше точечные мутации, способен заразить 

все 67 штаммов, восприимчивых к роду вирусов ΦKMV; 

на фиг. 5А-5Д показано, что мутация белка Gp34 LUZ19 улучшает литическую активность. А) Бе-

лок Gp34 LUZ19 является членом комплекса трубок вируса (см. вставленное изображение). Б) Анализ 

бляшкообразования в мягком агаре для двух связанных фагов, экспрессирующих или Gp34 LUZ19 дико-

го типа или Gp34 с разницей в лейцине 55 (L55∆) (фаг *). Снимки были сделаны в течение двух суток и 

было показано, что фаг, экспрессирующий мутацию L55 Gp34, имеет зоны повышенного лизиса. В) Ана-

лиз биопленки с окрашиванием кристаллическим фиолетовым, экстраполирующий биомассу биопленки 

в виде измерения включения кристаллического фиолетового. Фаг LUZ19*, экспрессирующий Gp34 L55∆, 

был способен лучше разрушать биопленку P.aeruginosa, предварительно сформированную в течение 8 ч 

по сравнению с LUZ19 дикого типа. Гентамицин в десятикратном размере минимальной ингибирующей 

концентрации (МИК) использовали для полного удаления биопленки. Г) На иллюстрации показано рас-

положение мутации gp34 по сравнению с геномом LUZ19 дикого типа. Д) На таблице продемонстриро-

вана разница в величине поглощения и величине выхода фага между LUZ19 и LUZ19, экспрессирующим 

Gp34 L55∆; 

на фиг. 6А-6Е представлены схемы, демонстрирующие итеративное конструирование вируса с 

улучшением до двух независимых свойств. А) Схематическое представление LUZ19LKD16gp18 вирусной 

гДНК, в которой ген gp18 LUZ19 дикого типа заменен гомологом LKD16. Черным цветом обозначена 

последовательность генома LUZ19 дикого типа; серым цветом- gp18 от LKD16. Б) Восприимчивость ла-

бораторных и МЛР клинических штаммов к очищенному исходному (LKD16 и LUZ19) и сконструиро-

ванному вирусу LUZ19*LKD16gp18, демонстрирующему объединение круга хозяев. В) Схематическое пред-

ставление вирусной гДНК LUZ19*LKD16gp18, в которой и лейцин, закодированный в позиции 55 Gp34, был 

удален, а gp18 LUZ19 заменен на gp18 вируса LKD16. Черным цветом обозначена геномная последова-

тельность LUZ19 дикого типа; серым цветом - gp18 от LKD16; серая звезда обозначает gp34∆leu55. Г) 

Восприимчивость лабораторных и МЛР клинических штаммов к очищенному исходному (LKD16, 

LUZ19 и LUZ19LKD16gp18, содержащим gp18 из вируса LKD16) и сконструированному вирусу (LUZ19, 
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несущему делецию лейцина, закодированную в позиции 55 GP34 и LUZ19*LKD16gp18), демонстрирующему 

объединение круга хозяев у вирусов LUZ19LKD16gp18 и LUZ19*LKD16gp18. Д) Оценка литической активности 

фага дикого типа и сконструированного фага против бактерий, прикрепленных к монослоям кератиноци-

тов. Количество бактерий РА01K и РА7245, прикрепленных к клеткам, отмечали как процент от общего 

количества бактерий, инкубированных с монослоями кератиноцитов. Данные демонстрируют улучшен-

ную литическую активность вирусов LUZ19* и LUZ19*LKD16gp18. Е) Улучшенное раннее разрушение 8-

часовой биопленки РАО1K и РА7245 при помощи сконструированного фага по сравнению с исходными 

вирусами. Гентамицин использовали в десятикратном размере минимальной ингибирующей концентра-

ции для полного удаления биопленки. Приведенные данные представляют собой три независимых экспе-

римента, выполненных в трех повторениях. Столбцы представляют собой среднее ± СОС; * Р <0,01; ** Р 

<0,001; *** р <0,0001; 

на фиг. 7А-7Е показаны схемы, демонстрирующие второй пример итеративного конструирования 

вируса с улучшением до двух независимых свойств. А) Схематическое представление LUZ19, сконст-

руированного для экспрессии различных генетически закодированных полезных нагрузок из улучшенно-

го локуса gp49. Ген gp49 заменяли кассетой, содержащей ген интереса (ГИ), фланкированный основным 

промотором и терминатором капсида (gp32) (Pgp32 и Tgp32). Использовали биопленку, диспергирующую 

ГИ: ЭПС-деполимеразы (Рр15gp44 - хвостовой шип gp44 из сϕ15 Pseudomonas pudita; NTUgp34 - хвосто-

вой шип gp34 из фага Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044-K1-1 (NTU); LKAlgp49 - хвостовой шип gp49 

из фага Р.aeruginosa LKA1), поверхностно-активные фенол-растворимые модулины из Staphylococcus 

epidermidis (PSMa) и Staphylococcus aureus (PSMa3 и PSMb2) и DspB-сурфактин (дисперсин В-

сурфактин) из Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Б) Анализ дисперсии биопленки, демонстрирую-

щий активность сконструированного фага LUZ19 против 24 ч биопленки PAOIK P.aeruginosa, обрабо-

танной 100 фагами в течение 3 ч. Гентамицин использовали в десятикратном размере минимальной ин-

гибирующей концентрации (МИК). В) Схематическое представление ранее сконструированного фага 

ШКХ-LUZ19, дополнительно сконструированного для экспрессии ГИ из сконструированного локуса 

gp49. Г) Анализ дисперсии биопленки, демонстрирующий сконструированный ШКХ-LUZ19, дополни-

тельно модифицировали для экспрессии ферментов и сурфактинов с активностью против 24 ч биопленки 

P.aeruginosa PAOIK, обработанной 100 фагами в течение 3 ч. Сконструированная полезная нагрузка: 

ЭПС-деполимераза Рр15gp44 и SePSMa. Гентамицин использовали в десятикратном размере МИК. Д) 

Восприимчивость лабораторных и клинических штаммов к очищенным исходным (LKD16 и LUZ19) и 

производным LUZ19, демонстрирующим объединение и сохранение круга хозяев при дальнейшей разра-

ботке для экспрессии фрагментов, диспергирующих биопленку. Е) На диаграмме Венна показано сохра-

нение круга хозяев ШКХ-LUZ19 после добавления биопленки, диспергирующей полезную нагрузку 

Рр5gp44 и SePSMa; 

на фиг. 8А-8В представлены схемы, демонстрирующие создание вируса, способного помешать 

клеткам-хозяевам получить резистентность к вирусу в сочетании с субингибирующей концентрацией 

антибиотика. А) Схематическое изображение LUZ19 дикого типа, сконструированного для экспрессии 

лизинов из фага или MS2 или PRR1. Б) и В) Анализ зависимости "время - летальное действие", демонст-

рирующие сенсибилизацию P.aeruginosa PAOIK к субингибирующим концентрациям карбенициллина 

(Cb - 1/5 × МИК) при помощи LUZ19, экспрессирующих лизины из оцРНК бактериофага. Эти данные 

демонстрируют, что сконструированный бактериофаг, экспрессирующий ненативные лизины в сочета-

нии с субингибирующими концентрациями антибиотиков, может препятствовать быстрому приобрете-

нию резистентности бактерий к единственному вирусу; 

на фиг. 9А-9Г - схемы, демонстрирующие создание 2-го вируса, способного помешать клеткам-

хозяевам получить вирусную резистентность. А) Схематическое изображение LUZ19 дикого типа, скон-

струированного для экспрессии белка бактериоцина PyoS5 из сконструированного локуса gp49. Б) Ана-

лизы зависимости "время - летальное действие", демонстрирующие, что рост штамма РА7416 XRSPA 

был первоначально ингибирован диким типом LUZ19, однако бактерии быстро избегали вируса, что 

приводило к повторному росту бактерий. Приблизительно 1×10
7
 КОЕ добавляли на лунку. Высокую МИ 

(множественность инфицирования)=10 БОЕ/КОЕ и низкую МИ=0,01 БОЕ/КОЕ указанного вируса или 

носителя добавляли на 0 ч. В) Тесты на поражение, демонстрирующие, что LUZ19, кодирующий PyoS5, 

способен ингибировать рост и повторный рост штамма РА7416 XDRPA по сравнению с вирусом дикого 

типа. Приблизительно 1×10
7
 КОЕ добавляли на лунку. В течение 0 ч добавляли высокую МИ=10 

БОЕ/КОЕ и низкую MOI =.01 БОЕ/КОЕ указанного вируса или носителя. Г) Сравнение роста РА7416 

через 24 ч в присутствии или LUZ19 дикого типа или LUZ19+pyoS5. На графике отображены данные для 

эксперимента с низким МИ; 

на фиг. 10 - схематический чертеж системы, включающей редактирование целевого вирусного ге-

нома с фенотипическим скринингом бактериофагов для создания генетически сконструированного бак-

териофага с улучшением двух или более свойств. Система опирается на неоднократное повторение эта-

пов скрининга и секвенирования мутантных или естественных вирусов с желаемыми фенотипическими 

признаками и интегрированием данных признаков в одно или более вирусных "шасси" на одном или бо-
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лее этапах конструирования. Данный процесс обеспечивает прямой и рациональный способ быстрой 

идентификации генетических элементов, лежащих в основе специфического фенотипического признака 

бактериофага, интегрирования множественных независимых мутаций или аллелей в один геном бакте-

риофага и создания искусственного вируса, сочетающего два или более улучшенных признака; 

на фиг. 11А-11Ж показано конструирование in vitro генома фага Е.coli M13. А) Схематическое изо-

бражение умеренного фага М13mp18 и М13паприка Е. coli. Б) Электрофорез в геле расщепленной кольце-

вой геномной ДНК М13 in vitro с использованием гРНК 1 и 2 в независимых реакциях с РНК-

направляемой эндонуклеазой Cas9. На диаграмме ниже на геле показана кольцевая и линейная природа 

нерасщепленных и дважды расщепленных геномов М13 соответственно. Эти данные показывают, что 

обе гРНК точно и полностью расщепляют дцДНК М13 в заданных локализациях. В) Гель-электрофорез 

расщепленной кольцевой геномной ДНК М13 in vitro с использованием как гРНК, так и РНК-

направляемой эндонуклеазы Cas9, в той же реакции (двойное расщепление). На диаграмме ниже на геле 

показана кольцевая и линейная природа нерасщепленных и дважды расщепленных геномов М13 соот-

ветственно. Г) Гель-электрофорез, визуализирующий ПЦР полученной вставки, содержащей флуорес-

центный репортер паприка. Д) Трансформация расщепленной и собранной in vitro сконструированной 

гДНК М13паприка в клетки E.coli для восстановления функциональных вирусных частиц. Вирусные бляш-

ки неотчетливы и скрыты, потому что М13 является умеренным бактериофагом, который не лизирует 

клетки-хозяева, что приводит к плохому образованию бляшек. В качестве положительного контроля ис-

пользовали нерасщепленную гДНК М13. ГДНК М13, расщепленная Cas9, но собранная в отсутствие 

вставки (без вставки) демонстрирует как полноту расщепления, так и низкий уровень фона. Е) Проверка 

при помощи ПЦР бляшек сконструированного М13паприка. Прямые и обратные праймеры были разработа-

ны вне областей гомологии вставки. Несконструированная гДНК М13 продуцировала 0,9 т.п.н. продукт и 

использовалась в качестве отрицательного контроля для реакций ПЦР. Ж) Флуоресцентные (нижние) и 

яркие (верхние) изображения исходной и сконструированной М13паприка во время образования бляшек; 

на фиг. 12А-12Д - конструирование in vitro второго генома фага Е.coli. А) Схематическое представ-

ление фага Е.coli X AcII. Линейный фаговый геном имеет размер 48,5 т.п.н. Б) Гель-электрофорез расще-

пленной геномной ДНК λ in vitro с использованием гРНК 1 и 2 в независимых реакциях с РНК-

направляемой эндонуклеазой. На диаграмме ниже на геле показаны линейные нерасщепленные и ожи-

даемые продукты расщепления. Эти данные показывают, что обе гРНК точно и полностью расщепляют 

дцДНК λ в заданных локализациях. В) Гель-электрофорез дважды расщепленной геномной ДНК λ in 

vitro с использованием как гРНК, так и РНК-направляемой эндонуклеазы в той же реакции. На диаграм-

ме ниже на геле показаны линейные нерасщепленные и ожидаемые продукты двойного расщепления. Г) 

На схеме показано использование фагового упаковочного буфера фага λ для упаковки генома дикого типа 

и рекомбинантного фага in vitro. Cas9 с дважды расщепленным и собранным геномом фага были упакованы 

in vitro в соответствии с протоколом изготовителя и покрыты Е.coli для восстановления недавно сконст-

руированного фага λ ∆cII. Д) ПЦР-проверка гена ∆cII λ. Прямой праймер был расположен снаружи от об-

ласти конструирования. Делеции положительных клонов имеют ожидаемый размер 300 п.о; 

на фиг. 13А-13Г - конструирование in vitro последовательностей из цитомегаловируса человека 

(ЦМВ). А) Схематическое изображение вирусного генома ЦМВ длиной 235 т.п.н. Сверху геном в форме 

сигары представляет собой полноразмерный геном, а черный раздел обозначает область манипуляции. 

Небольшая белая секция означает 235 п.о. вставку, добавляемую с использованием метода инженерии in 

vitro, описанного в настоящем документе. Б) Гель-электрофорез с дважды расщепленной плазмидой in 

vitro, содержащей 17,8 т.п.н. области генома ЦМВ, с использованием двух гРНК и РНК-направляемой 

эндонуклеазы Cas9. На диаграмме ниже на геле показаны кольцевые нерасщепленные и линейные дваж-

ды расщепленные продукты. Эти данные показывают, что обе гРНК точно и полностью расщепляют по-

следовательность дцДНК ЦМВ в заданной локализации. В) Гель-электрофорез, визуализирующий ПЦР 

созданной вставки, содержащей новую последовательность вставки RL13. Г) ПЦР-проверка сконструи-

рованной последовательности ЦМВ. Прямой праймер был расположен снаружи от области конструиро-

вания. Вставки положительных клонов имеют ожидаемый размер 500 п.о; 

на фиг. 14А-14Е - быстрая идентификация концов фага. А) Выделение геномной ДНК из очищен-

ных вирусных частиц. Б) Секвенирование нового поколения гДНК (MiSeq или PacBio) и автоматическое 

слияние высококачественных считываний ДНК в более длинные сборки для реконструирования исход-

ной последовательности. В светло-сером цвете - ПТП - прямые терминальные повторы. Программное 

обеспечение автоматическоей сборки неправильно размещает ПТП терминально повторяющихся гено-

мов во внутренней области вирусной последовательности. Геномные физические концы подтверждены 

целевым расщеплением Cas9 предсказанной последовательности. В) Прогнозирование in silico физиче-

ских концов генома на основе идентификации областей секвенирования двойного охвата и поиска 

BLAST, который соответствует близкородственному терминально повторяющемуся геному. Физические 

концы подтверждаются при помощи расщепления эндонуклеазой Cas9 предсказанных физических кон-

цов. Г) После инактивации Cas9 фрагменты ДНК, соответствующие геномным физическим концам, 

очищают и секвенируют. Д) Точная сборка генома на основе последовательности физических концов. Е) 
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Пример картирования геномных физических концов фагов LBL3 и 14-1 (терминально повторяющихся 

геномов) с использованием Cas9-направленного расщепления в определенном положении, предсказанно-

го при помощи реанжировки генома in silico. Светлосерыми стрелками указано на очищенные и секвени-

рованные фрагменты ДНК; 

на фиг. 15А-15В - схематическое изображение конструирования и стратегия синтеза химерной 

огРНК. А) На иллюстрации показано расположение мотивов NGG РАМ (темно-серые подчеркнутые по-

следовательности) и целевых сайтов огРНК (светлосерые последовательности), фланкирующих пред-

ставляющий интерес ген (ГИ). Черные последовательности обозначают оставшиеся вирусные геномные 

последовательности. Б) Конструирование олигонуклеотидов, используемых в качестве матриц для тран-

скрипции огРНК in vitro. Последовательности, составляющие промотор Т7, последовательность направ-

ляющей огРНК и консервативную область химерной огРНК, обозначены соответственно подчеркнутым 

темно-серым, светло-серым и черным текстом. В) Схема in vitro транскрибируемой химерной огРНК. 

Светло-серыми и черными последовательностями указаны нацеливающие и консервативные химерные 

области, составляющие каждую функциональную огРНК соответственно. Все Ns обозначают вариабель-

ные последовательности, используемые для изменения целевой специфичности каждой огРНК. 

Подробное описание иллюстративных вариантов реализации изобретения 

Изобретение обеспечивает композиции и способы для конструирования in vitro и дополнительно 

относится к улучшению вирусных свойств. Изобретение дополнительно обеспечивает способ конструи-

рования нуклеиновых кислот in vitro. 

До того как будут описаны настоящие композиции и способы, следует понимать, что это раскрытие 

не ограничивается конкретными композициями, способами и описанными экспериментальными усло-

виями, поскольку такие композиции, способы и условия могут варьироваться. Следует также понимать, 

что используемая в настоящем документе терминология предназначена только для описания конкретных 

вариантов реализации изобретения и не предназначена для ограничения, поскольку объем настоящего 

раскрытия будет ограничен только в прилагаемой формуле изобретения. 

Если не указано иное, все технические и научные термины, используемые в настоящем документе, 

имеют то же значение, которое обычно понимается специалистом в данной области техники, к которому 

относится настоящее раскрытие. Хотя любые способы и материалы, аналогичные или эквивалентные 

описанным в настоящем документе, могут быть использованы в практике или тестировании раскрытия, 

ниже описаны предпочтительные способы и материалы. Определения, изложенные ниже, предназначены 

для понимания раскрытия, но ни в коем случае не должны считаться заменяющими понимание терминов, 

которыми обладают специалисты в данной области техники. 

Как используется в данном описании и приложенной формуле изобретения, формы единственного 

числа включают ссылки на множественное число, если из контекста явно не следует иное. Так, напри-

мер, ссылки на "способ" включают один или более способов и/или этапы, описанные в настоящем доку-

менте, которые станут очевидными для специалистов в данной области техники после прочтения на-

стоящего раскрытия и т.д. 

Используемые в настоящем документе термины "около" или "приблизительно" при обращении к 

любому численному значению обозначают значение плюс или минус 10% от указанного значения. На-

пример, "около 50°С" (или "приблизительно 50°С") охватывает диапазон температур от 45 до 55°С 

включительно. Аналогично, "около 100 ммоль/л" (или "приблизительно 100 ммоль/л") охватывает диапа-

зон концентраций от 90 до 110 ммоль/л включительно. В качестве альтернативы "около" или "приблизи-

тельно" может означать в пределах 5% от заявленного значения, или в некоторых случаях в пределах 

2,5% от заявленного значения, или "около" может означать округление до ближайшей значащей цифры. 

Все диапазоны, предусмотренные в заявке, включают значения верхнего и нижнего концов диапазона. 

Термины "клетки", "культуры клеток", "клеточная линия", "клетки рекомбинантного хозяина", 

"клетки-реципиенты" и "клетки-хозяева", используемые в настоящем документе, включают первичные 

клетки-субъекты и любое их потомство независимо от количества пассажей. Следует понимать, что не 

все потомства точно идентичны исходной клетке (из-за преднамеренных или непреднамеренных мута-

ций или различий в окружающей среде); однако такое измененное потомство включено в эти термины, 

при условии, что потомство сохраняет те же функциональные свойства, что и у изначально трансформи-

рованной клетки. 

Термин "сборка" или "сборка", используемый в настоящем документе, относится к соединению мо-

лекул ДНК или РНК. 

Термин "восстанавливающая молекула нуклеиновой кислоты", используемый в настоящем доку-

менте, относится к молекуле нуклеиновой кислоты, которая может быть собрана с одним или более 

фрагментами ДНК или расщеплена, или отщеплена ДНК-плазмидой или молекулой нуклеиновой кисло-

ты ДНК, с тем чтобы создать молекулу непрерывной последовательности нуклеиновой кислоты или за-

крытой плазмидной ДНК. 

Термины "синтез de novo", "сборка de novo", "химический синтез" и "синтез ДНК" относятся к спо-

собам создания последовательностей нуклеиновых кислот без необходимости использования ранее су-

ществовавшей матрицы предшественника. 
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В тех способах изобретения, которые выполняют "in vitro", все белковые компоненты выделяют 

и/или практически очищают. Реакции сборки in vitro не проводят в живой клетке или с необработанным 

клеточным экстрактом; реакции проводят в бесклеточной среде. 

"Функциональная молекула РНК" представляет собой молекулу РНК, которая может взаимодейст-

вовать с одним или более белками, или молекулами нуклеиновой кислоты для осуществления или уча-

стия в структурной, каталитической или регуляторной функции, которая влияет на экспрессию или ак-

тивность гена, или продукта гена, отличного от гена, который продуцирует функциональную РНК. 

Функциональной РНК может быть, например, транспортной РНК (тРНК), рибосомальной РНК (рРНК), 

антисмысловой РНК (асРНК), микроРНК (микро РНК), короткой шпилечной РНК (кшРНК), малой ин-

терферирующей РНК (миРНК), гидовой РНК (гРНК), crisp РНК (сrРНК), или трансактивирующей РНК 

(tracrPHK) системы CRISPR, малые ядрышковые РНК (мякРНК), РНК, взаимодействующие с PIWI, 

(пиРНК) или рибозимом. 

Термин "ген" широко используется для обозначения любого сегмента молекулы нуклеиновой ки-

слоты (обычно ДНК, но необязательно РНК), кодирующего полипептид или экспрессируемую РНК. Та-

ким образом, гены содержат последовательности, кодирующие экспрессируемую РНК (которая может 

содержать полипептидные кодирующие последовательности или, например, функциональные РНК, та-

кие как рибосомные РНК, тРНК, антисмысловые РНК, микроРНК, короткие шпилечные РНК, гРНК, 

сrРНК, tracrPHK, рибозимы и т.д.). Гены могут дополнительно содержать регуляторные последователь-

ности, необходимые для их экспрессии или влияющие на их экспрессию, а также последовательности, 

связанные с белковой или РНК-кодирующей последовательностью в ее естественном состоянии, таком 

как, например, интронные последовательности, 5'- или 3'-нетранслируемые последовательности и т.д. В 

некоторых примерах ген может относиться только к кодирующей белок части молекулы ДНК или РНК, 

которая может содержать или не содержать интроны. Ген предпочтительно составляет более 50 нуклео-

тидов в длину, более предпочтительно более 100 нуклеотидов и может быть, например, от 50 нуклеоти-

дов до 500000 нуклеотидов в длину, например от 100 нуклеотидов до 100000 нуклеотидов в длину или от 

около 200 нуклеотидов до около 50 000 нуклеотидов в длину, или от около 200 нуклеотидов до около 20 

000 нуклеотидов в длину. Гены могут быть получены из различных источников, включая клонирование 

из источника, представляющего интерес, или путем синтеза из известной или предсказанной информа-

ции о последовательности. 

Термин "нуклеиновая кислота" или "молекула нуклеиновой кислоты" относится к сегменту ДНК 

или РНК (например, мРНК), а также включает нуклеиновые кислоты, имеющие сконструированные ос-

товы (например, пептидные нуклеиновые кислоты, закрытые нуклеиновые кислоты) или сконструиро-

ванные или неестественные нуклеотидные основания. Молекулы нуклеиновой кислоты могут быть двух-

цепочечными или одноцепочечными; одноцепочечная нуклеиновая кислота, которая содержит ген или 

его часть, может быть кодирующей (смысловой) цепью или некодирующей (антисмысловой) цепью. 

Термины "кодирующая последовательность" или "кодирующая область", используемые в настоя-

щем документе, относятся к областям последовательности нуклеиновой кислоты, которые могут быть 

транскрибированы для получения функциональной РНК или транскрипта РНК, которые могут быть пе-

реведены в полипептид, когда они находятся под контролем соответствующих последовательностей кон-

троля экспрессии и в присутствии соответствующих клеточных механизмов или ферментов. Термин "не-

кодирующая последовательность" или "некодирующая область" относится к областям последовательно-

сти нуклеиновой кислоты, которые не транскрибируются и не транслируются в аминокислоты (напри-

мер, интроны, нетранслируемые области и т.д.) или не транскрибируются или не образуют по меньшей 

мере часть зрелой функциональной последовательности РНК. 

Используемый в настоящем документе термин "белок" или "полипептид" предназначен для охвата 

отдельного "полипептида", а также множественных "полипептидов" и относится к молекуле, состоящей 

из мономеров (аминокислот), линейно связанных амидными связями (также известные как пептидные 

связи). Термин "полипептид" относится к любой цепи или цепям из двух или более аминокислот и не 

относится к определенной длине продукта. Таким образом, пептиды, дипептиды, трипептиды, олигопеп-

тиды, "белок", "аминокислотная цепь" или любой другой термин, используемый для обозначения цепи 

или цепей из двух или более аминокислот, включены в определение "полипептид", и термин "полипеп-

тид" может использоваться вместо или взаимозаменяемо с любым из этих терминов. 

Молекула нуклеиновой кислоты может быть "получена из" указанного источника, что включает 

выделение (полностью или частично) сегмента нуклеиновой кислоты из указанного источника. Молеку-

ла нуклеиновой кислоты также может быть получена из указанного источника путем, например, прямого 

клонирования, ПЦР-амплификации или искусственного синтеза из указанного полинуклеотидного ис-

точника или на основе последовательности, связанной с указанным полинуклеотидным источником. Ге-

ны или молекулы нуклеиновой кислоты, полученные из конкретного источника или вида, также вклю-

чают гены или молекулы нуклеиновой кислоты, имеющие модификации последовательности относи-

тельно исходных молекул нуклеиновой кислоты. Например, ген или молекула нуклеиновой кислоты, 

полученные из источника (например, конкретный упоминаемый ген), могут включать одну или более 

мутаций относительно исходного гена или молекулы нуклеиновой кислоты, которые непреднамеренно 
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или намеренно введены, и если одна или более мутаций, включая замены, делеции или вставки, предна-

меренно введены, изменения последовательности могут быть введены случайной или целевой мутацией 

клеток или нуклеиновых кислот, путем амплификации или другими методами молекулярной биологии 

или путем химического синтеза или любой их комбинации. Ген или молекула нуклеиновой кислоты, ко-

торая получена из упомянутого гена или молекулы нуклеиновой кислоты, которая кодирует функцио-

нальную РНК или полипептид, может кодировать функциональную РНК или полипептид, имеющий по 

меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90% или по меньшей 

мере 95% идентичности последовательности с эталонной или исходной функциональной РНК или поли-

пептидом или с его функциональным фрагментом. Например, ген или молекула нуклеиновой кислоты, 

которая получена из упомянутого гена или молекулы нуклеиновой кислоты, которая кодирует функцио-

нальную РНК или полипептид, может кодировать функциональную РНК или полипептид, имеющий по 

меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95%, по меньшей мере 96%, по меньшей 

мере 97%, по меньшей мере 98% или по меньшей мере 99% идентичности последовательности с эталон-

ной или исходной функциональной РНК или полипептидом или с его функциональным фрагментом. 

Используемую в настоящем документе "выделенную" нуклеиновую кислоту или белок удаляют из 

его естественной среды или окружения, в котором нуклеиновая кислота или белок существуют в приро-

де. Например, выделенный белок или молекулу нуклеиновой кислоты удаляют из клетки или организма, 

с которым они связаны в своей естественной или природной среде. Выделенная нуклеиновая кислота или 

белок может быть в некоторых случаях частично или практически очищена, но для выделения не требу-

ется определенный уровень очистки. Так, например, выделенная молекула нуклеиновой кислоты может 

быть последовательностью нуклеиновой кислоты, которая была вырезана из хромосомы, генома или 

эписомы, которая была встроена в природе. 

"Очищенная" молекула нуклеиновой кислоты или нуклеотидная последовательность, или белковая 

или полипептидная последовательность, по существу, свободна от клеточного материала и клеточных 

компонентов. Например, очищенная молекула нуклеиновой кислоты или белка может быть свободна от 

химических веществ, если не считать буфер или растворитель. "Существенно свободный" не означает, 

что другие компоненты за пределами новых молекул нуклеиновой кислоты не поддаются определению. 

Термины "естественного происхождения" и "дикого типа" относятся к форме, встречаемой в приро-

де. Например, молекула нуклеиновой кислоты естественного происхождения или дикого типа, нуклео-

тидная последовательность или белок могут присутствовать и могут быть выделены из природного ис-

точника и ненамеренно модифицироваться при помощи человеческих манипуляций. 

Термин "экспрессия", используемый в настоящем документе, включает экспрессию гена, по мень-

шей мере, на уровне продуцирования РНК, а "продукт экспрессии" включает полученный продукт, на-

пример полипептид или функциональную РНК (например, рибосомальную РНК, тРНК, антисмысловую 

РНК, микроРНК, кшРНК, рибозим и т.д.) экспрессируемого гена. Термин "повышенная экспрессия" 

включает изменение в экспрессии генов посредством повышения продукции мРНК и/или увеличения 

экспрессии полипептида. "Повышенное продуцирование", когда речь идет о количестве белка или коли-

честве активного белка в результате экспрессии генов, скорости текучести белка, состояниях активации 

белка и т.п., включает увеличение количества полипептидной экспрессии на уровне ферментативной ак-

тивности полипептида или их комбинации по сравнению с естественным продуцированием или фермен-

тативной активностью полипептида. 

"Молекула экзогенной нуклеиновой кислоты" или "экзогенный ген" относится к молекуле нуклеи-

новой кислоты или гену, который был введен ("трансформирован") в клетку или вирус. Трансформиро-

ванным организмом можно назвать рекомбинантную клетку или вирус, в который можно ввести допол-

нительный экзогенный ген(ы). Потомство клетки или вируса, трансформированного молекулой нуклеи-

новой кислоты, также упоминается как "трансформированное" или "рекомбинантное", если оно унасле-

довало молекулу экзогенной нуклеиновой кислоты. Экзогенный ген может быть от другого вида (и, сле-

довательно, "гетерологичного") или от одного и того же вида (и, следовательно, "гомологичного") по 

отношению к трансформируемому организму. "Эндогенная" молекула нуклеиновой кислоты, ген или 

белок представляет собой нативную молекулу нуклеиновой кислоты, ген или белок, когда она встречает-

ся в организме или естественным образом продуцируется организмом. 

Кроме того, термин "экзогенный", используемый в настоящем документе, в контексте гена или бел-

ка, относится к генам или белкам, которые не получают из видов организма-хозяина. 

Термин "трансген", используемый в настоящем документе, относится к экзогенному гену, т.е. к ге-

ну, введенному в микроорганизм или предшественник путем вмешательства человека. 

Используемый в настоящем документе термин "ортолог" гена или белка относится к его функцио-

нальному эквиваленту у другого вида. 

Номера доступа генов и белков, обычно представленные в настоящем документе в скобках после 

имени гена или вида, являются уникальными идентификаторами для записи последовательности, обще-

доступной на веб-сайте Национального центра биотехнологической информации (NCBI) 

(ncbi.nlm.nih.gov), поддерживаемого Национальным институтом здравоохранения Соединенных Штатов. 

Идентификационный номер последовательности "GenInfo Identifier" (GI) специфичен для нуклеотидной 
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или аминокислотной последовательности. Если последовательность изменяется каким-либо образом, 

назначается новый номер GI. Инструмент "История изменений последовательности" доступен для от-

слеживания различных номеров GI, номеров версий и дат обновления для последовательностей, которые 

отображаются в определенной записи GenBank. Поиск и получение последовательностей нуклеиновых 

кислот или генов, или последовательностей белка на основе номеров доступа и номеров GI хорошо из-

вестны в данной области техники, например, в клеточной биологии, биохимии, молекулярной биологии 

и молекулярной генетике. 

Используемые в настоящем документе термины "процент идентичности" или "гомология" в отно-

шении нуклеиновых кислот или полипептидных последовательностей определяются как процент нуклео-

тидных или аминокислотных остатков в последовательности-кандидате, которые идентичны с известны-

ми полипептидами после выравнивания последовательностей для максимального процента идентичности 

и введения гэпов, если необходимо, для достижения максимального процента гомологии. N-концевая 

или С-концевая вставка, или делеция не должны истолковываться как влияющие на гомологию, а внут-

ренние делеции и/или вставки в последовательность полипептида менее чем около 30, менее чем около 

20 или менее чем около 10 аминокислотных остатков не должны быть истолкованы как влияющие на 

гомологию. Гомологию или идентичность на уровне нуклеотидов или аминокислотных последователь-

ностей можно определить с помощью анализа BLAST (средство поиска основного локального выравни-

вания) с использованием алгоритма, используемого программами blastp, blastn, blastx, tblastn и tblastx 

(Altschul (1997), Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402, и Karlin (1990), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 2264-

2268), которые предназначены для поиска сходства последовательностей. Подход, используемый про-

граммой BLAST, заключается в том, чтобы сначала рассмотреть аналогичные сегменты с гэпами и без 

них между запрашиваемой последовательностью и последовательностью базы данных, затем оценить 

статистическую значимость всех идентифицируемых совпадений и, наконец, суммировать только те со-

ответствия, которые удовлетворяют предварительно выбранному порогу значимости. Для обсуждения 

основных проблем поиска сходства баз данных последовательностей см. Altschul (1994), Nature Genetics 

6, 119-129. Параметры поиска для гистограмм, описаний, выравниваний, ожиданий (т.е. порог статисти-

ческой значимости для сопоставления отчетов по последовательностям базы данных), обрезание, матри-

ца и фильтр (низкая сложность) могут быть в настройках по умолчанию. Матрица выравнивания весов 

по умолчанию, используемая blastp, blastx, tblastn и tblastx, представляет собой матрицу BLOSUM62 

(Henikoff (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915-10919), рекомендованную для запрашиваемых по-

следовательностей длиной более 85 (нуклеотидных оснований или аминокислот). 

Для blastn, предназначенного для сравнения нуклеотидных последовательностей, матрица подсчета 

определяется отношениями М (т.е. оценкой вознаграждения для пары сопоставимых остатков) к N (т.е. 

оценкой штрафа за несоответствующие остатки), где значения по умолчанию для М и N могут быть +5 и 

-4 соответственно. Четыре параметра blastn можно настроить следующим образом: Q=10 (штраф за соз-

дание гэпа); R=10 (штраф за продолжение гэпа); wink=1 (генерирует попадания слов в каждом просмат-

риваемом в данный момент положении вдоль запроса); и gapw=16 (задает ширину окна, в которой соз-

даются выравнивания гэпов). Эквивалентные параметры параметра Blastp для сравнения аминокислот-

ных последовательностей могут быть: Q=9; R=2; wink=1; и gapw=32. Сравнение Bestfit между последова-

тельностями, доступными в пакете GCG версии 10.0, может использовать параметры ДНК GAP=50 

(штраф за создание гэпа) и LEN=3 (штраф за расширение гэпа), а эквивалентные настройки в сравнении 

с белками могут быть GAP=8 и LEN=2. 

Таким образом, когда речь идет о последовательностях полипептида или нуклеиновой кислоты со-

гласно настоящему изобретению включают идентичности последовательностей по меньшей мере 40%, 

по меньшей мере 45%, по меньшей мере 50%, по меньшей мере 55%), по меньшей мере 70%, по меньшей 

мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80% или по меньшей мере 

85%), например, по меньшей мере 86%, по меньшей мере 87%, по меньшей мере 88%, по меньшей мере 

89%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 91%), по меньшей мере 92%, по меньшей мере 93%, по 

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

мере 98%, по меньшей мере 99% или около 100% идентичности последовательности с полноразмерным 

полипептидом или последовательностью нуклеиновой кислоты или их фрагментами, содержащими не-

прерывную последовательность по меньшей мере в 100, по меньшей мере в 125, по меньшей мере в 150 

или более аминокислотных остатков всего белка; варианты таких последовательностей, например, в ко-

торых по меньшей мере один аминокислотный остаток был вставлен в N-и/или С-конец и/или в пределах 

раскрытой последовательности(ей), которые содержат(ит) вставку и замену. Рассмотренные варианты 

могут дополнительно или поочередно включать те, которые содержат предопределенные мутации, на-

пример, путем гомологичной рекомбинации или сайт-направленного или ПЦР-мутагенеза и соответст-

вующих полипептидов или нуклеиновых кислот других видов, включая, но без ограничений, описанные 

в настоящем документе аллели или другие природные варианты семейства полипептидов или нуклеино-

вых кислот, которые содержат вставку и замену; и/или производные, в которых полипептид ковалентно 

модифицирован путем замены, химическим, ферментативным или другим подходящим способом с ос-

татком, отличным от природной аминокислоты, которая содержит вставку и замену (например, детекти-
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руемый фрагмент, такой как фермент). 

Термин "нативный", используемый в настоящем документе, для обозначения последовательностей 

нуклеиновых кислот или аминокислотных последовательностей, поскольку они естественно происходят 

в организме хозяина, в организме или вирусе. Термин "ненативный", используемый в настоящем доку-

менте, для обозначения последовательностей нуклеиновых кислот или аминокислотных последователь-

ностей, которые не встречаются естественным образом у хозяина, в организме или вирусе. Последова-

тельность нуклеиновой кислоты или аминокислотная последовательность, которая была удалена из клет-

ки или вируса, подвергнута лабораторной манипуляции и введена или повторно введена в клетку-хозяин 

или вирус, считается "ненативной". Синтетические или частично синтетические гены, вводимые в клет-

ку-хозяин или вирус, являются "ненативными". Ненативные гены дополнительно включают гены, эндо-

генные к вирусу, функционально связанному с одной или более гетерологичными регуляторными после-

довательностями, которые были рекомбинированы в геном хозяина. 

"Рекомбинантная" или "сконструированная" молекула нуклеиновой кислоты представляет собой 

молекулу нуклеиновой кислоты, которая была изменена путем манипулирования, осуществленным чело-

веком. В качестве неограничивающих примеров рекомбинантная молекула нуклеиновой кислоты вклю-

чает любую молекулу нуклеиновой кислоты, которая: 1) была частично или полностью синтезирована 

или модифицирована in vitro, например с использованием химических или ферментативных методик 

(например, с использованием синтеза химической нуклеиновой кислоты или с использованием фермен-

тов для репликации, полимеризации, расщепления (экзонуклеолитического или эндонуклеолитического) 

лигирования, обратной транскрипции, транскрипции, модификации оснований (включая, например, ме-

тилирование), интеграции или рекомбинации (включая гомологичную и сайт-специфическую рекомби-

нацию) молекул нуклеиновых кислот); 2) включает соединенные нуклеотидные последовательности, 

которые не соединены в природе; 3) была сконструирована с использованием методик молекулярного 

клонирования, так что она не имеет одного или более нуклеотидов по отношению к естественной после-

довательности молекулы нуклеиновой кислоты; и/или 4) была подвергнута манипулированию с исполь-

зованием методик молекулярного клонирования, так что она имеет одно или более изменений последо-

вательности или перегруппировок по отношению к естественной последовательности нуклеиновой ки-

слоты. В качестве неограничивающих примеров кДНК представляет собой рекомбинантную молекулу 

ДНК, как и любая молекула нуклеиновой кислоты, которая была получена полимеразной реакцией(иями) 

in vitro полимеразы или к которой присоединены линкеры или которые были интегрированы в вектор, 

такой как вектор клонирования или вектор экспрессии. 

Используемый в настоящем документе термин "рекомбинантный белок" относится к белку, полу-

ченному при помощи генной инженерии. 

При применении к организмам или вирусам термин рекомбинантный, сконструированный или ге-

нетически сконструированный относится к организмам или вирусам, на которых воздействовали путем 

вставки гетерологичной или экзогенной (например, ненативной) рекомбинантной последовательности 

нуклеиновой кислоты в организм или вирус и включает, без ограничений, нокауты генов, целевые мута-

ции и замену гена, замену, делецию или вставку промотора или перенос молекулы нуклеиновой кислоты, 

например трансгена, синтетического гена, промотора или другой последовательности в организм или 

вирус. Рекомбинантные или генетически сконструированные организмы или вирусы также могут быть 

организмами или вирусами, в которые были введены конструкции для "нокдауна" гена. Такие конструк-

ции включают, но без ограничений, одну или более гидовых РНК, РНКи, микроРНК, кшРНК, миРНК, 

антисмысловых и рибозимных конструкций. Также включены организмы или вирусы, чьи геномы были 

изменены действием нуклеаз Cas, мегануклеаз или цинковопальцевых нуклеаз. Молекула экзогенной или 

рекомбинантной нуклеиновой кислоты может быть интегрирована в рекомбинантный/генетически скон-

струированный вирус или геном организма, или в других случаях не интегрирована в рекомбинант-

ный/генетически сконструированный вирус или геном организма. Используемый в настоящем документе 

термин "рекомбинантный вирус" или "рекомбинантная клетка-хозяин" включает потомство или произ-

водные рекомбинантного вируса согласно настоящему раскрытию. Поскольку определенные изменения 

могут произойти в последующих поколениях из-за мутации или воздействия, или влияния окружающей 

среды, такое потомство или производные могут фактически не совпадать с родительской клеткой, но все 

еще включены в объем термина, как он используется в настоящем документе. 

Используемый в настоящем документе термин "этап конструирования" относится к выполнению 

любого способа инженерии, раскрытого в настоящем документе или известного в данной области техни-

ки. Например, и "этап конструирования" может представлять собой один раунд интересующего инже-

нерного способа, такого как, например, один раунд описанного в настоящем изобретении способа конст-

руирования in vitro, один ПЦР-опосредованный мутагенез или одна реакция лигирования, объединяющая 

две части ДНК вместе. Аналогичным образом, "неоднократное повторение этапов конструирования" оз-

начает выполнение способа конструирования два или более последовательных раз. 

Термин "гетерологичный" при использовании в отношении полинуклеотида, гена, нуклеиновой ки-

слоты, полипептида или фермента относится к полинуклеотиду, гену, нуклеиновой кислоте, полипептиду 

или ферменту, который не является производным от вида хозяина. Например, "гетерологичный ген" или 
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"гетерологичная последовательность нуклеиновой кислоты", как используется в настоящем документе, 

относится к последовательности гена или нуклеиновой кислоты от разных видов, чем к видам организма-

хозяина или вируса, в который он введен. Когда речь идет о регуляторной последовательности гена или к 

вспомогательной последовательности нуклеиновой кислоты, используемой для регуляции экспрессии 

генной последовательности (например, 5'-нетранслируемая область, 3'-нетранслируемая область, после-

довательность добавления поли-А, последовательность интрона, сайт сплайсинга, сайт связывания рибо-

сом, внутренняя входная последовательность рибосом, область гомологии генома, сайт рекомбинации и 

т.д.) или последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей домен белка или последовательность 

локализации белка или белка, "гетерологичная" означает, что регуляторная или вспомогательная после-

довательность или последовательность, кодирующая белковый домен или последовательность локализа-

ции, из другого источника, чем ген, с которым регуляторная или вспомогательная последовательность 

нуклеиновой кислоты или последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующая белковый домен или 

последовательность локализации, сопоставляются в геноме, хромосоме или эписоме. Таким образом, 

промотор, функционально связанный с геном, к которому он не функционально связан в своем естест-

венном состоянии (например, в геноме генетически несконструированного организма или вируса), в на-

стоящем документе упоминается как "гетерологичный промотор", даже хотя промотор может быть полу-

чен из одного и того же вида (или, в некоторых случаях, одного и того же организма или вируса) в каче-

стве гена, с которым он связан. Аналогично, когда речь идет о последовательности локализации белка 

или белкового домена сконструированного белка, "гетерологичный" означает, что последовательность 

локализации или белковый домен получают из белка, отличного от белка, в который он включен при 

помощи методов генной инженерии. 

"Регуляторная последовательность", "регуляторный элемент" или "последовательность регулятор-

ных элементов" относится к нуклеотидной последовательности, расположенной выше (5'), в пределах 

или ниже (3') кодирующей последовательности. Транскрипция кодирующей последовательности и/или 

трансляция молекулы РНК в результате транскрипции кодирующей последовательности обычно зависит 

от наличия или отсутствия регуляторной последовательности. Данные последовательности регуляторных 

элементов могут содержать промоторы, цис-элементы, энхансеры, терминаторы или интроны. Регуля-

торные элементы могут быть выделены или идентифицированы из нетраслируемых областей (НТО) из 

конкретной полинуклеотидной последовательности. Любой из описанных в настоящем документе регу-

ляторных элементов может присутствовать в химерном или гибридном регуляторном экспрессирующем 

элементе. Любой из описанных в настоящем документе регуляторных элементов может присутствовать в 

рекомбинантной конструкции согласно настоящему изобретению. 

Термины "промотор", "область промотора" или "последовательность промотора" относятся к по-

следовательности нуклеиновой кислоты, способной связывать РНК-полимеразу с инициацией транс-

крипции гена в направлении от 5' к 3' ("в прямом направлении"). Ген находится "под контролем" или "ре-

гулируется" промотором, в том случае, когда связывание РНК-полимеразы с промотором является непо-

средственной причиной транскрипции указанного гена. Промотор или промоторная область обычно 

обеспечивает сайт распознавания для РНК-полимеразы и другие факторы, необходимые для правильной 

инициации транскрипции. Промотор может быть выделен из 5'-нетранслируемой области (5' НТО) ге-

номной копии гена. Альтернативно, промотор может быть синтетически получен или сконструирован 

путем изменения известных элементов ДНК. Также рассмотрены химерные промоторы, которые объеди-

няют последовательности одного промотора с последовательностями другого промотора. Промоторы 

могут быть определены по их профилю экспрессии гена, основанной, например, на метаболических, эко-

логических или связанных с развитием условиях. Промотор может быть использован как регуляторный 

элемент для модуляции экспрессии функционально связанной транскрибируемой полинуклеотидной мо-

лекулы, например, кодирующей последовательности. Промоторы могут содержать, помимо последова-

тельностей, распознаваемых РНК-полимеразой и, предпочтительно, другие факторы транскрипции, эле-

менты регуляторной последовательности, такие как цис-элементы или энхансерные домены, которые 

влияют на транскрипцию функционально связанных генов. "Вирусный промотор" является нативным 

или ненативным промотором, который инициирует транскрипцию одного или более генов, расположен-

ных в вирусном геноме. 

Используемый в настоящем документе термин "конститутивный" промотор относится к промотору, 

который активен в большинстве условий окружающей среды и развития. Конститутивный промотор ак-

тивен независимо от окружающей среды, такой как освещение и композиция культуральной питательной 

среды. В некоторых примерах конститутивный промотор активен в присутствии и в отсутствие пита-

тельного вещества. Например, конститутивный промотор может быть промотором, который является 

активным (опосредует транскрипцию гена, с которым он функционально связан), в условиях истощения 

азота, а также в условиях, когда азот не ограничен (условия насыщения азотом). Напротив, "индуцируе-

мый" промотор является промотором, который активен в ответ на конкретные условия окружающей сре-

ды, такие как наличие или отсутствие питательного вещества или регулятора, наличие света и т.д. 

Используемый в настоящем документе термин "функционально связанный" обозначает конфигура-

цию, в которой контрольная последовательность помещается в соответствующее положение относитель-
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но кодирующей последовательности полинуклеотидной последовательности, так что контрольная после-

довательность направляет или регулирует экспрессию кодирующей последовательности полипептида 

и/или функциональной РНК). Таким образом, промотор находится в функциональной связи с последова-

тельностью нуклеиновой кислоты, если он может опосредовать транскрипцию последовательности нук-

леиновой кислоты. При введении в клетку-хозяина кассета экспрессии может приводить к транскрипции 

и/или трансляции закодированной РНК или полипептида в соответствующих условиях. Антисмысловые 

или смысловые конструкты, которые не транслируются или не могут быть транслированы, не исключены 

данным определением. В случае как экспрессии трансгенов, так и подавления эндогенных генов (напри-

мер, антисмысловыми или РНКи) любой специалист определит, что вставленная полинуклеотидная по-

следовательность не обязательно должна быть идентичной, но может быть только по существу идентич-

ной последовательности гена, из которого она была получена. Как поясняется в настоящем документе, 

эти по существу идентичные варианты конкретно покрыты ссылкой на конкретную последовательность 

нуклеиновой кислоты. 

Термин "селективный маркер" или "селективный маркерный ген", используемый в настоящем до-

кументе, включает любой ген, который придает фенотип клетке, в которой он экспрессируется, для об-

легчения отбора клеток, которые трансфецированы или трансформированы конструкцией нуклеиновой 

кислоты согласно изобретению. Данный термин также может быть использован для обозначения генных 

продуктов, которые осуществляют указанные фенотипы. Неограничивающие примеры выбираемых мар-

керов включают: 1) гены, придающие устойчивость к антибиотикам, таким как амикацин (aphA6), ампи-

циллин (ampR), бластицидин (bis, bsr, bsd), блеомицин или флеомицин (ZEOCIN) (ble), хлорамфеникол 

(cat), эметин (RBS14p или cry 1-1), эритромицин (ermE), G418 (GENETICIN) (neo), гентамицин (аас3 

или аасС4), гигромицин В (aphIV, hph, hpt), канамицин (nptll), метотрексат (DHFR mtxR), пенициллин и 

другие β-лактамы (β-лактамазы), стрептомицин или спектиномицин (aadA, spec/strep) и тетрациклин 

(tetA, tetM, tetQ); 2) гены, придающие толерантность к гербицидам, таким как аминотриазол, амитрол, 

анримид, арилоксифеноксипропионаты, атразины, бипиридиуты, бромоксинил, циклогександиеноксима 

далапон, дикамба, дикфоп, дихлорфенилдиметилмочевина (ДКМ), дифунон, дикетонитрилы, диурон, 

флуридон, глюфозинат, глифосат, галогенированные гидробензонитрилы, галоксифоп, 4-гидрокси-

пиридины, имидазолиноны, изоксасфлутол, изоксазолы, изоксазолидиноны, мирамид В, п-нитродифени-

ловые эфиры, норфлуразон, оксадиазолы, м-феноксибензамиды, N-фениламиды, пиноксадин, ингибито-

ры протопорфириогеноксидазы, пиридазиноны, пиразолинаты, сульфонилмочевины, 1,2,4-триазолпири-

мидин, трикетоны или мочевина; ацетил-KoA-карбоксилаза (АККаза); синтаза ацетогидроксикислоты 

(ahas); ацетолактатсинтаза (a/s, csrl-1, csrl-2, imr1, imr2), аминогликозид-фосфотрансфераза (apt), антра-

нилатсинтаза, бромоксинилнитрилаза (bxn), цитохром P450-НАДФ-цитохром Р450-оксидоредуктаза, да-

лапон-дегалогеназа (dehal), дигидроптероат-синтаза (sul), 5-енолпирувалшикимат-3-фосфатсинтаза клас-

са I (EPSPS), класс II EPSPS (aroA), не I/II классов EPSPS, глутатионредуктаза, глифосат-ацетилтрансфе-

раза (gat), глифосат-оксидоредуктаза (gox) гидроксифенилпируватдегидрогеназа, гидроксифенилпиру-

ватдиоксигеназа (hppd), изопренилпирофосфат-изомераза, ликопенциклаза, фосфинотрицин-ацетил-

трансфераза (pat, bar), фитоэндезатураза (crtl), пренилтрансфераза, протопорфириноксидаза, полипептид 

psbA фотосистемы II (psbA) и эстераза SMM (SulE) супероксиддисмутаза (sod); 3) гены, которые могут 

быть использованы в ауксотрофных штаммах или для придания других метаболических эффектов, таких 

как arq7, his3, hisD, hisG, lysA, manA, metE, nit1, trpB, ura3, xylA, ген дигидрофолатредуктазы, манноза-6-

фосфат-изомеразы, ген нитратредуктазы или ген орнитиндекарбоксилазы; фактор негативного отбора, 

такой как тимидинкиназа; или факторы устойчивости к токсину, такие как ген устойчивости к дезоксиг-

люкозе. 

"Репортерный ген" представляет собой ген, кодирующий белок, который обнаруживается или обла-

дает активностью, которая продуцирует детектируемый продукт. Репортерный ген может кодировать 

визуальный маркер или фермент, который продуцирует детектируемый сигнал, такой как cat, lacZ, uidA, 

xylE, ген щелочной фосфатазы, ген α-амилазы, ген α-галактозидазы, ген β-глюкуронидазы, ген β-

лактамазы, гена пероксидазы хрена, ген люциферина/люциферазы, ген R-локуса, гена тирозиназы или 

ген, кодирующий флуоресцентный белок, включая, но без ограничений, синий, голубой, зеленый, крас-

ный, паприка или желтый флуоресцентный белок, фотоотверждаемый, фотографируемый или оптиче-

ский флуоресцентный белок с подсветкой или любым из его вариантов, включая, без ограничений, опти-

мизированный по кодону, с быстрым сворачиванием, мономерный, с повышенной стабильностью и ва-

рианты с усиленной флуоресценцией. 

Термин "РНК-направляемая нуклеаза" или "РНК-направляемая эндонуклеаза", используемый в на-

стоящем документе, относится к ферменту, расщепляющему нуклеиновую кислоту, который нацелен на 

целевой сайт расщепления при помощи одной или более гидовых РНК. Неограничивающие примеры 

РНК-направляемых нуклеаз включают Cas9, Cpf1, C2c1, C2c2 и С2с3. 

Термин "терминатор" или "терминаторная последовательность" или "терминатор транскрипции", 

используемый в настоящем документе, относится к регуляторной части генетической последовательно-

сти, которая вызывает прекращение транскрипции РНК-полимеразой. 
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Термины "введение в клетку-хозяин" и "трансформация", используемые в настоящем документе, 

относятся к введению одной или более экзогенных последовательностей нуклеиновых кислот или "поли-

нуклеотидов" в клетку-хозяин или организм с использованием одного или более физических, химиче-

ских или биологических методов. Физические и химические методы трансформации (т.е. "трансфекция") 

включают в качестве неограничивающего примера электропорацию, бомбардировку частицами, химиче-

ски-индуцированную компетентность и доставку липосом. Биологические методы трансформации (т.е. 

"трансдукция") включают передачу ДНК с использованием вирусов или микроорганизмов (например, 

Agrobacterium). 

Используемый в настоящем документе термин "конструирование" генома относится к определению 

желаемой последовательности нуклеиновой кислоты конечного генома, представляющего интерес. Кон-

струирование может быть основано на базовых знаниях, литературных источниках, экспериментальных 

данных или любой их комбинации. 

Используемый в настоящем документе термин "рекомбинантный" или "сконструированный", когда 

речь идет о молекуле нуклеиновой кислоты, белке, вирусной частице или их комбинации, означает не 

имеющую природное происхождение молекулу нуклеиновой кислоты, белок, вирусную частицу или их 

комбинацию, полученную посредством манипуляции, осуществляемой человеком. В качестве неограни-

чивающих примеров рекомбинантная или сконструированная молекула нуклеиновой кислоты включает 

любую молекулу нуклеиновой кислоты, которая: 1) была частично или полностью синтезирована или 

модифицирована in vitro, например, с использованием химических или ферментативных методик (на-

пример, с использованием синтеза химической нуклеиновой кислоты или с использованием ферментов 

для репликации, полимеризации, расщепления (экзонуклеолитического или эндонуклеолитического) ли-

гирования, обратной транскрипции, транскрипции, модификации оснований (включая, например, мети-

лирование), интеграции или рекомбинации (включая гомологичную и сайт-специфическую рекомбина-

цию) молекул нуклеиновых кислот); 2) включает соединенные нуклеотидные последовательности, кото-

рые не соединены в природе, 3) была сконструирована с использованием методик молекулярного клони-

рования, так что она не имеет одного или более нуклеотидов по отношению к естественной последова-

тельности молекулы нуклеиновой кислоты; и/или 4) была подвергнута воздействию с использованием 

методик молекулярного клонирования, так что она имеет одно или более изменений последовательности 

или перегруппировок по отношению к естественной последовательности нуклеиновой кислоты. В каче-

стве неограничивающих примеров кДНК представляет собой рекомбинантную молекулу ДНК, как и лю-

бая молекула нуклеиновой кислоты, которая была получена при помощи полимеразной реакции(ий) in 

vitro или к которой присоединены линкеры или которые были интегрированы в вектор, такой как вектор 

клонирования или вектор экспрессии. Рекомбинантная или сконструированная РНК или белок представ-

ляет собой рекомбинантную или сконструированную РНК или белок, которая транскрибируется или 

транслируется соответственно из рекомбинантной или сконструированной молекулы нуклеиновой ки-

слоты. Рекомбинантная или сконструированная вирусная частица или вирус получают из сконструиро-

ванной вирусной последовательности или вирусного генома. 

Термин "вирусный геном" относится к полному генетическому комплементу, содержащемуся в од-

ной или более молекулах ДНК или РНК в вирусной частице, включая гены и некодирующие последова-

тельности. Термин "сконструированный вирусный геном" относится к не встречающему в природе ви-

русному геному, который является результатом манипуляции, осуществляемой человеком, и способен 

продуцировать вирусные частицы, не встречающиеся в природе, после введения в совместимую клетку-

хозяина. 

Термин "вирусная нуклеиновая кислота" относится к нуклеиновой кислоте, содержащей последова-

тельность, полученную из вирусного генома. "Вирусная нуклеиновая кислота" может содержать целый 

вирусный геном или часть вирусного генома. Вирусные нуклеиновые кислоты могут кодировать амино-

кислотные последовательности, содержащие вирусные белки. В некоторых случаях нативные, зрелые 

белки или полипептидные последовательности, кодируемые данной открытой рамкой считывания, не 

могут быть определены или охарактеризованы. Аминокислотные последовательности, представленные в 

настоящем документе, которые кодируются последовательностями вирусной нуклеиновой кислоты, ко-

торые могут содержать сайт, подходящий для мутации (такой как изменение, делеция или замена) или 

вставку гетерологичных последовательностей, могут быть раскрыты в настоящем документе как коди-

рующие аминокислотные последовательности, которые могут содержать весь или часть вирусного поли-

пептида или белка. 

Термины "вирусная частица" и "вирион" относятся к независимой форме, в которой существует ви-

рус, когда он не находится внутри инфицированной клетки или в процессе заражения клетки. Данные 

вирусные частицы (вирионы) состоят или из генома ДНК, или из РНК, окруженного белковой оболоч-

кой, называемой капсидой. Некоторые вирионы также имеют дополнительную липидную оболочку, как 

внутри, так и снаружи оболочки капсидного белка. Термины "вирусная частица", "вирион" и "вирус" мо-

гут использоваться взаимозаменяемо. 

Используемый в настоящем документе термин "вирусное свойство" относится к любому аспекту 

репликации вируса или жизненного цикла или к аспекту, который возникает в результате репликации 
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вируса или жизненного цикла. Используемый в настоящем документе термин "вирусное свойство" часто 

относится к свойствам, которые могут быть изменены или сконструированы посредством вмешательства 

человека для достижения желаемого результата. Неограничивающие примеры вирусных свойств вклю-

чают специфичность к кругу хозяев, вирусный литический цикл, адсорбцию, прикрепление, инъекцию, 

репликацию и сборку, лизис, величину выхода фага, ускользание от иммунологического надзора, им-

мунную стимуляцию, иммунную дезактивацию, дисперсию биопленки, устойчивость к бактериальному 

фагу, антибиотической сенсибилизации бактерий, модуляции факторов вирулентности и направленного 

расщепления или редактирования генома хозяина. В некоторых аспектах улучшенное свойство или 

улучшенные свойства и улучшенное вирусное свойство или улучшенные вирусные свойства использу-

ются взаимозаменяемо. 

Термины "бактериофаг" и "фаг" могут использоваться взаимозаменяемо и относятся к вирусу, ко-

торый заражает бактерии. 

Системы CRISPR. 

CRISPR (короткие палиндромные повторы, регулярно расположенные группами) представляют со-

бой локусы ДНК, содержащие короткие повторы последовательностей оснований. За каждым повтором 

следуют короткие сегменты "спейсерной ДНК" от предыдущих воздействий на мобильные генетические 

элементы. CRISPR обнаруживают в около 40% секвенированных геномов бактерий и 90% секвенирован-

ных архей. CRISPR часто ассоциируются с CRISPR-ассоциированными (cas) генами, которые кодируют 

белки, связанные с функцией CRISPR. Система CRISPR-Cas представляет собой прокариотическую им-

мунную систему, которая обеспечивает устойчивость к чужеродным генетическим элементам, таким как 

плазмиды и фаги, и обеспечивает форму приобретенного иммунитета. CRISPR-спейсеры кодируют ма-

лые стРНК последовательность которых специфически ориентирует эндонуклеазы Cas на целевые по-

следовательности и разрезает эти экзогенные генетические элементы способом, аналогичным РНКи в 

эукариотических организмах. 

Системы типа II CRISPR-Cas использовали для редактирования генов и регуляции генов у многих 

видов. Эти системы особенно полезны, потому что они требуют только одну эндонуклеазу Cas (Cas9) и 

нацеливающую сrРНК. В природных системах эндонуклеаза Cas9 требует две независимо транскриби-

руемые РНК для активности, однако эти две РНК также могут быть ковалентно связаны с образованием 

одной химерной гРНК. Обеспечивают белком Cas9 и соответствующими гРНК клетку, геном организма 

можно разрезать в любом необходимом месте. Системы CRISPR-Cas представляют собой РНК-

направляемую систему защиты, которая защищает от вирусов, плазмид и других мобильных генетиче-

ских элементов. Данный защитный путь имеет три этапа. Во-первых, копия встраивающейся нуклеино-

вой кислоты интегрируется в массив CRISPR. Затем массив CRISPR транскрибируется в большой транс-

крипт CRISPR и затем процессируется в зрелые сrРНК. Затем сrРНК вводят в эффекторные комплексы, 

причем сrРНК направляет комплекс к встраивающейся нуклеиновой кислоте, а белки Cas деградируют 

данную нуклеиновую кислоту. Как указано выше, для нативной системы CRISPR-Cas II типа требуется 

как транс-активирующая сrРНК (tracrPHK), так и пре-crPHK для активации Cas9. TracrPHK является 

комплементарной к и комплементарной парами оснований с пре-crPHK, образующей дуплекс РНК. Он 

расщепляется РНКазой III, РНК-специфической рибонуклеазой, с образованием гибрида 

crPHK/tracrPHK. Этот гибрид выступает в качестве направляющего для эндонуклеазы Cas9, которая 

расщепляет встраивающуюся нуклеиновую кислоту, образующую двухцепочечный разрыв в встраиваю-

щейся ДНК для защиты клетки-хозяина. Cas9-опосредованное расщепление строго зависит от наличия 

мотива, смежного с протоспейсером, (РАМ) в целевой нуклеиновой кислоте. Возможность программи-

ровать Cas9 для расщепления определенных сайтах, определяемых гидовыми РНК, привела к принятию 

его в качестве универсальной платформы для конструирования генома и генной регуляции. Данный спо-

соб конструирования генома описан в публикации заявки на патент США № 2014/0068797, опублико-

ванной 6 марта 2014 года, 2014/0170753, опубликованной 19 июня 2014 года и 2014/0273037 и 

2014/0273226, обе из которых опубликованы 18 сентября 2014 года, все из которых включены в качестве 

ссылки. 

Были описаны другие программируемые системы CRISPR-Cas, которые могут быть использованы 

для геномной инженерии, включая системы Cpf1, C2c1, С2с2 и С2c3. Система Cpf1 представляет собой 

систему CRISPR V типа и опосредует расщепление ДНК с липкими концами с помощью одной РНК, 

ориентированной на нацеливание (Zetsche et al., Cell (2015) 163, 1-13) (включен посредством ссылки). 

C2c1 и С2c3 являются одновременно системами CRISPR V типа, тогда как С2с2 предлагается быть сис-

темой CRISPR VI типа (Shmakov et al., Molecular Cell (2015) 60, 1-13) (включен в качестве ссылки). 

Сборка ДНК. 

Существуют различные методы, известные в данной области техники для сборки ДНК во время 

генной инженерии. Двухстадийный метод на основе термоциклов использовали для сборки частей гена 

М.genitalium, как описано в Gibson D.G. et al., "Complete chemical synthesis, assembly, and cloning of a My-

coplasma genitalium genome". Science (2008) 319: 1215-1220 (включена в качестве ссылки) и публикации 

РСТ WO 2009/103027 (включены в качестве посредством ссылки). Другой подход описан Li M.Z. et al., 

Nature Meth. (2007) 4: 251-256 (включен посредством ссылки). Одностадийный способ сборки с исполь-
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зованием 5' экзонуклеазы Т7 и одноцепочечного ДНК-связывающего белка раскрыт в публикации РСТ 

WO 2006/021944 (включена посредством ссылки). В настоящее время хорошо известны комбинаторные 

методики сборки химических соединений для использования при высокопроизводительном скрининге. 

Кроме того, в течение ряда лет практикуют методики перетасовки генов, в которых кодирующие после-

довательности случайным образом фрагментируют и повторно отжигают. Например, протоколы для соз-

дания библиотек фрагментов химерных генов описаны в Meyer M. и др. "Combinatorial Recombination of 

Gene Fragments to Construct a Library of Chimeras" Current Protocols in Protein Science (2006) 26.2.1-

26.2.17; McKee A.E. et al., JBEI abstract. Методики сборки различных компонентов в полные или мини-

мальные геномы были установлены. Например, публикация патента США 2000/0264688 (включена по-

средством ссылки), опубликованная 15 ноября 2007 г., описывает способы конструирования синтетиче-

ского генома путем создания и сборки кассет, содержащих части генома. Поэтапный иерархический спо-

соб сборки нуклеиновых кислот описан в публикации патента США № 2007/004041 (включен посредст-

вом ссылки), опубликованной 4 января 2007 года. 

Кроме того, метод одного сосуда для сборки ДНК описан в публикации заявки на патент США № 

2010/0035768 и 2012/0053087, опубликованы 11 февраля 2010 года и 1 марта 2012 года соответственно, 

обе из которых включены посредством ссылки. Данный метод был назван методом сборки Gibson As-

sembly и позволяет успешно собрать несколько фрагментов ДНК, независимо от длины фрагмента или 

конечной совместимости. Реакция сборки Gibson Assembly проводится в одном сосуде в изотермических 

условиях с использованием трех ферментативных активностей: 5'-экзонуклеаза образует длинные липкие 

концы, полимераза заполняет промежутки отожженных одноцепочечных областей, а ДНК-лигаза лиги-

рует разрывы отжигом и заполнением промежутков. Данный метод был широко принят и является ос-

новной рабочей лошадкой проектов в области синтетической биологии во всем мире. Применяя эту ме-

тодологию, митохондриальный геном мыши размером 16,3 т.п.н. был собран из 600 перекрывающихся 

60 мономеров. В комбинации со сборкой in vivo у дрожжей, метод сборки Gibson Assembly использовали 

для синтеза 1,1 млн пар оснований генома Mycoplasma mycoides. Синтезированный геном транспланти-

ровали в клетку-реципиент М.capricolum, создавая новые самовоспроизводящиеся клетки М.mycoides. 5'-

экзонуклеазная активность возвращает обратно 5'-концевые последовательности и раскрывает компле-

ментарную последовательность для отжига. Затем полимерная активность заполняет промежутки в ото-

жженных областях. ДНК-лигаза затем заполняет одноцепочечные разрывы и ковалентно связывает 

фрагменты ДНК вместе. Перекрывающаяся последовательность смежных фрагментов намного длиннее, 

чем те, которые используются в сборке Golden Gate, и, следовательно, приводит к увеличению процента 

правильных сборок. 

Вирусы. 

Вирус представляет собой ультрамикроскопический и метаболически инертный инфекционный 

агент, который реплицируется только внутри клеток живых хозяев. Вирусы могут заражать все типы 

жизненных форм, включая животных, растения, грибы, водоросли, бактерии и археи. Хотя они не нахо-

дятся внутри инфицированной клетки или в процессе заражения клетки, вирусы существуют в виде неза-

висимых частиц. Данные вирусные частицы (вирионы) состоят или из генома ДНК, или из РНК, окру-

женного белковой оболочкой, называемой капсидой. Некоторые вирионы также имеют дополнительную 

липидную оболочку, как внутри, так и снаружи оболочки капсидного белка. 

Существует два цикла вирусной репликации, однако терминология варьирует между прокариотиче-

скими и эукариотическими вирусными полями. Скрытые или лизогенные вирусы объединяют вирусный 

генетический материал в геном клетки-хозяина или образуют эписомальный репликон. Когда клетка-

хозяин реплицируется, вирусный генетический материал также копируется и продолжает разделяться с 

геномом хозяина до начала вирусного продуцирования. Начало вирусного продуцирования и гибель кле-

ток являются маркерами литического или вирулентного цикла. Во время литического цикла вирусный 

геном реплицируется отдельно от гена хозяина и захватывает механизмы репликации и трансляции кле-

ток, чтобы создавать больше вирусов. После накопления достаточного количества вирусов специализи-

рованные вирусные белки растворяют клеточную стенку и/или мембрану хозяина. Клетка-хозяин лопа-

ется из-за высокого внутреннего осмотического давления, этот процесс называется лизисом. Это высво-

бождает потомство вирусов в среду, где они могут заражать другие клетки и повторять процесс. Виру-

лентные вирусы - это те, которые не входят в латентное или лизогенное состояние, но вместо этого реп-

лицируются только путем захвата механизма клеток-хозяев (в отличие от умеренных вирусов, которые 

входят в латентное состояние). 

Исследования вирусной мутации. 

Вирусные мутационные исследования, используемые в настоящем документе, относятся к исследо-

ваниям быстрой эволюции, адаптации и/или случайному или направленному мутагенезу, и данные тер-

мины могут использоваться взаимозаменяемо. 

Исследования в области эволюции и/или адаптации включают выбор вирусов по определенным 

признакам или при определенных условиях. Данные методы особенно полезны для вирусов из-за естест-

венной высокой скорости мутаций, присущей вирусной репликации, что приводит к большому количест-

ву вирусного разнообразия. Например, штаммы можно выращивать в условиях высокой температуры, 
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чтобы наблюдать молекулярные изменения, которые способствуют выживанию и размножению в этих 

условиях. В качестве неограничивающих примеров можно выделить эволюцию или адаптацию экспери-

мента вируса или бактериофага для выбора вариантов с изменением круга хозяев, вирусного литического 

цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации и сборки, лизиса, величины выхода фага, ус-

кользания от иммуннологического надзора, иммунной стимуляции, иммунной дезактивации, дисперсии 

биопленки, устойчивости бактерий к фагу, антибиотической сенсибилизации бактерий, модуляцию фак-

торов вирулентности, или направленного расщепления или редактирования гена хозяина. Неограничи-

вающие примеры экспериментов по эволюции вируса или адаптации включают эксперименты по коин-

фекции, коэволюции или контрансформации. Коинфекция относится более чем к одному вирусу, зара-

жающему один и тот же хозяин одновременно, что часто приводит к обмену генами между двумя или 

более вирусами. Коэволюция относится к исследованию, в котором рекомбинация между двумя или бо-

лее вирусами или бактериофагами происходит в пермиссивном или непермиссивном хозяине, что приво-

дит к сборке нового вируса или бактериофага с различными вирусными свойствами, такими как, напри-

мер, более широким кругом хозяев. Котрансформация относится к тому, когда два "оголенных" генома 

трансформируются вместе в пермиссивном или непермиссивном штамме. Любое из этих исследований 

эволюции или адаптации может быть выполнено в пермиссивном (восприимчивом) или непермиссивном 

(резистентном) хозяине. Данные типы экспериментов часто включают передачу вируса несколько раз 

выбранному хозяину в отсутствии или присутствии одного, или более других выбранных вирусов. Виру-

сы будут получать мутации, которые приводят к множественным вариантам. На протяжении всего пас-

сирования некоторые варианты будут обогащаться в зависимости от условий пассирования и отбора. 

Мутагенез может быть выполнен любым способом, например инсерционным мутагенезом, химиче-

ским мутагенезом, γ-облучением или ультрафиолетовым облучением, или ПЦР-опосредуемым мутагене-

зом. Способы получения мутантов или варианты геномных последовательностей хорошо известны. На-

пример, γ-облучение, УФ-облучение и обработка любым из большого числа возможных химических му-

тагенов (например, 5-бромдезоксиуридин, этилметан сульфонат (EMS), метилметансульфонат (MMS), 

диэтилсульфат (DES), нитрозогуанидин (NTG), соединения ICR и т.д.) или лечение соединениями, таки-

ми как эндеиновые антибиотики, которые вызывают разломы хромосом (например, блеомицин, адриа-

мицин, неокарзиностатин) представляют собой методы, которые применяют для мутагенеза водорослей, 

грибов и хитридиомицетов (см., например, патент США 8232090, заявка на патент США 20120088831, 

заявка на патент США 20100285557, заявка на патент США 20120258498). В данной области техники 

известно большое количество химических мутагенов, включая, но без ограничений, интеркалирующие 

агенты, алкилирующие агенты, дезаминирующие агенты, аналоги оснований. Интеркалирующие агенты 

включают в качестве неограничивающих примеров производные акридина или производные фенантри-

дина, такие как бромид этидия (также известный как 2,7-диамино-10-этил-6-фенилфенантридбромид или 

3,8-диамино-5-этил-6-фенилфенантридинийбромид). Неограничивающие примеры алкилирующих аген-

тов включают производные нитрозогуанидина (например, N-метил-N'-нитронитрозогуанидин), этилме-

тансульфонат (EMS), этилэтансульфонат, диэтилсульфат (DES), метилметансульфонат (MMS), азоти-

стую кислоту или HNO2, и азотистый иприт или соединения ICR. Неограничивающие примеры аналогов 

оснований, которые могут быть использованы в качестве мутагенов, включают соединение 5-бром-

урацил (также известный как дезоксинуклеозид 5-бромдезоксиуридин), 5-бромдезоксиуридин и 2-

аминопурин. Методы мутагенеза на основе ПЦР хорошо известны в данной области техники и часто 

включают условия реакции и/или ДНК-полимеразу, которая увеличивает частоту ошибок в течение ПЦР-

амплификации. 

Мутагенез может дополнительно или альтернативно включать введение экзогенных молекул нук-

леиновой кислоты непосредственно в вирусный геном или в клетку-хозяина для последующей рекомби-

нации в представляющий интерес вирусный геном. Например, экзогенная молекула нуклеиновой кисло-

ты, введенная в клетку-хозяин, может интегрироваться в вирусный генетический локус путем случайной 

или целевой интеграции, влияя на экспрессию генов, в которые вставляются чужеродные ДНК-вставки 

или гены, которые являются проксимальными по отношению к чужеродной ДНК, вставленной в геном 

(например, патент США 7019122; патент США 8216844). Как правило, введенная молекула нуклеиновой 

кислоты содержит селектируемый маркерный ген для отбора трансформантов, которые интегрировали 

конструкт молекулы экзогенной нуклеиновой кислоты. Молекула экзогенной нуклеиновой кислоты в 

некоторых вариантах реализации изобретения может включать транспонируемый элемент или его ком-

понент, такой как, например, инвертированные повторы, которые могут быть распознаны транспозазой 

и/или геном, кодирующим транспозазу, или молекула экзогенной нуклеиновой кислоты может быть ос-

нована, по меньшей мере, частично на вирусе, таком как интегрирующий вирус. 

Для случайного инсерционного мутагенеза конструкция предпочтительно содержит селектируемый 

маркер, который может быть использован для выбора трансформантов, имеющих интегрированный кон-

структ, и необязательно также может служить маркером сегрегации и молекулярной меткой для выделе-

ния и идентификации гена, прерванного интегрированным селектируемым маркерным геном. Селектив-

ные маркеры не ограничиваются генами устойчивости к антибиотикам, но также включают любой ген, 
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который может обеспечить преимущество роста вирусу (оба гена установленной и гипотетической 

функции). Альтернативно, специфический генетический локус может быть нацелен. Конструкция для 

разрушения гена может включать, например, селектируемый маркерный ген, фланкированный последо-

вательностями из интересующего генетического локуса, например по меньшей мере часть гена, который 

кодирует регулятор, и, необязательно, дополнительные геномные последовательности, окружающие ген. 

Такие фланкирующие последовательности могут содержать, например, по меньшей мере 50 нуклеоти-

дов, по меньшей мере 100 нуклеотидов, по меньшей мере 500 нуклеотидов или по меньшей мере 1 тыся-

ча пар нуклеотидов геномной последовательности. 

Сбор вирусных вариантов может быть создан любым из вышеперечисленных способов, другими 

способами, хорошо известными в данной области техники или любой их комбинацией. Затем набор ва-

риантов можно скринировать для обеспечения необходимого фенотипа. Выделенные вирусы с желаемым 

фенотипом(ами) могут быть подвергнуты дополнительным этапам исследований мутаций. Выделенные 

вирусы, демонстрирующие желаемые свойства или фенотипы, могут быть дополнительно или альтерна-

тивно секвенированы для идентификации генетической мутации, ответственной за желаемое свойство 

или фенотип. Эти идентифицированные генетические поражения могут быть подтверждены повторением 

мутации в чистом эталонном фоне и тестированием желаемого свойства или фенотипа. 

Вирусные полезные нагрузки. 

Литические ферменты. 

"Литический фермент" включает любой литический фермент бактериальной клеточной стенки, ко-

торый убивает одну или более бактерий в подходящих условиях и в течение соответствующего периода 

времени. Примеры литических ферментов включают, без ограничений, различные амидазы клеточной 

стенки. Литическим ферментом может быть литический фермент бактериофага, который относится к 

литическому ферменту, экстрагированному или выделенному из бактериофага или синтезированного 

литического фермента с аналогичной структурой белка, которая поддерживает литическую функцио-

нальность фермента. 

Литический фермент способен специфически расщеплять связи, которые присутствуют в пептидог-

ликане бактериальных клеток, чтобы разрушить клеточную стенку бактерий. В настоящее время также 

постулируется, что пептидогликан бактериальной клеточной стенки очень консервативен среди боль-

шинства бактерий, и расщепление только нескольких связей может нарушить клеточную стенку бакте-

рий. Примерами литических ферментов, которые расщепляют эти связи, представляют собой мурамида-

зы, глюкозаминидазы, эндопептидазы или N-ацетил-мурамоил-L-аланиновые амидазы. Fischetti et al. 

(1974) сообщили, что фермент лизин Cl стрептококкового бактериофага представляет собой амидазу. 

Garcia et al. (1987, 1990) сообщили, что лизин Cpl из S.pneumoniae из фага Ср-1 представляет собой лизо-

цим. Caldentey and Bamford (1992) сообщили, что литический фермент из фага ϕ6 Pseudomonas представ-

ляет собой эндопептидазу, разделяющей пептидный мост, образованный меламинопимилиновой кисло-

той и D-аланином. Т1 и Т6 литические ферменты фага Е.coli представляют собой амидазы, как и литиче-

ский фермент из фага Listeria (ply) (Loessner et al., 1996). Существуют также другие литические фермен-

ты, известные в данной области техники, которые способны расщеплять клеточную стенку бактерий. 

Литический фермент, генетически кодируемый бактериофагом, содержит полипептид, способный 

убивать бактерию-хозяина, например, путем, по меньшей мере, разрушения клеточной стенки или инги-

бирования активности клеточной стенки против бактерий-хозяев. Полипептид может иметь последова-

тельность, которая охватывает нативные литические ферменты и их варианты. Полипептид может быть 

выделен из множества источников, например из бактериофага ("фага"), или получен путем рекомбинант-

ных или синтетических методов. Полипептид может, например, содержать холинсвязывающую часть на 

карбоксильной концевой стороне и может быть охарактеризован ферментативной активностью, способ-

ной расщеплять пептидогликан клеточной стенки (такой как активность амидазы действовать на амид-

ные связи в пептидогликане) на аминоконцевой стороне. Были описаны литические ферменты, которые 

включают множественные активности ферментов, например два ферментативных домена, такие как ли-

зин PlyGBS. Кроме того, описаны другие литические ферменты, содержащие только каталитический до-

мен и домен, не связывающий клеточную стенку. 

Полипептиды для подавления кворума. 

Автоиндукторы представляют собой небольшие химические сигнальные молекулы, продуцируемые 

и используемые бактериями, участвующими в определении кворума. Чувство кворума позволяет бакте-

риям ощущать друг друга посредством наличия аутоиндукторов и регулировать самые разнообразные 

поведения на уровне группы. Такое поведение включает симбиоз, вирулентность, подвижность, проду-

цирование антибиотиков и образование биопленки. Автоиндукторы входят в различные химические 

формы в зависимости от вида, но во многих случаях эффект, который у них есть, во многом аналогичен, 

что позволяет генетически сконструированным бактериофагам воздействовать на самые разнообразные 

бактерии, использующие подобные автоиндукторы. В целом, грамотрицательные бактерии используют 

AHL в качестве аутоиндукторов, а грамположительные бактерии используют процессированные олиго-

пептиды для коммуникации, в то время как автоиндуктор 2 (AI-2) является универсальным для грамот-

рицательных и грамположительных бактерий. 
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AHL, продуцируемые различными видами грамотрицательных бактерий, различаются по длине и 

составу ацильной боковой цепи, которая часто содержит от 4 до 20 атомов углерода. AHL способны 

диффундировать в и из клеток как с помощью пассивного транспорта, так и с помощью активных меха-

низмов транспорта. Рецепторы для определения AHL включают ряд регуляторов транскрипции, таких 

как LuxR, которые функционируют как ДНК-связывающие факторы транскрипции, которые могут акти-

вировать разнообразную экспрессию генов, регулирующую поведение популяции бактерий. 

Автоиндукторы могут быть ингибированы полипептидами, подавляющими кворум. Полипептиды 

для подавления кворума могут модифицировать или деградировать автоиндукторы, чтобы сделать их 

менее активными или неактивными. Определенные полипептиды для подавления кворума представляют 

собой ферменты, которые инактивируют автоиндуктор (например, путем модификации или деградации), 

такой как описанный в настоящем документе белок лактоназы AiiA, который расщепляет лактонные 

кольца из ацильных фрагментов AHL с широкой субстратной специфичностью для инактивации AHL из 

различных бактерий (Wang et al. (2004) J. Biol. Chem. 279 (14): 136.45-51). 

Предлагаемый в настоящем документе способ конструирования in vitro может быть использован 

для получения синтетического бактериофага, сконструированного для кодирования, например, полипеп-

тида, подавляющего кворум, полученного из Pseudomonas aeruginosa. Полипептиды, подавляющие кво-

рум, могут быть экспрессированы в виде свободных белков, которые высвобождаются в область, окру-

жающую фаг и/или бактерии, например при фаговой инфекции и лизиса бактерий-хозяев. Не исключено 

также, что полипептиды, подавляющие кворум, также могут быть экспрессированы и активно секретиро-

ваны из клетки бактериального хозяина с использованием способов, известных в данной области техни-

ки. Аналогичным образом, полипептиды, подавляющие кворум, могут быть трансляционно слиты с бел-

ком бактериофага, например капсидным, хвостовым или шейным белком. 

Хвостовые волокна. 

Раскрытие изобретения предусматривает в некоторых вариантах реализации изменение круга хозя-

ев бактериофага при помощи сконструированного рекомбинантного бактериофага. В некоторых вариан-

тах реализации изобретения изменение круга хозяев вируса включает конструирование вируса с гетеро-

логичными, нативными, ненативными хвостовыми волокнами и любой их комбинацией. Специфичность 

клеток-хозяев бактериофага может зависеть от хвостовых волокон(а) вирусной частицы. Путем измене-

ния (например, замены и/или мутации) хвостовых волокон или частей хвостовых волокон бактериофага-

хозяина круг хозяев может быть изменен (например, расширен). 

Хвостовые волоконные белки обычно содержат детерминанты антигенности и детерминанты круга 

хозяев. Гетерологичное хвостовое волокно может быть закодировано набором геномных фрагментов, 

выделенных или синтезированных на основе генома одного типа бактериофага. Набор фрагментов гена 

хвостового волокна может содержать подмножества геномных фрагментов, выделенных или полученных 

на основе геномов нескольких бактериофагов. Например, консервативные области хвостового волокна 

могут быть закодированы геномными фрагментами, выделенными из генома шасси бактериофага, в то 

время как области детерминант круга хозяев могут быть закодированы геномными фрагментами, выде-

ленными из генома другого типа бактериофага. 

Антимикробные пептиды. 

Раскрытие изобретения рассматривает в качестве неограничивающего примера бактериофаг, скон-

струированный для экспрессии антимикробного пептида, который необязательно секретируется клеткой-

хозяином. Например, сконструированные бактериофаги могут экспрессировать антимикробный агент, 

такой как антимикробный пептид (AMP) или антимикробный полипептид, включая, но без ограничений, 

естественные пептиды для предотвращения развития и/или распространения устойчивости бактерий-хозяев 

к бактериофагу и для обеспечения более быстрого и эффективного уничтожения бактерий при бактериаль-

ных инфекциях, таких как бактериальные инфекции, включающие более одного вида бактерий. 

Бактериофаги обеспечивают аттрактивный противомикробный агент для устранения бактериальных 

инфекций из-за их усиления и механизма хозяина-хищника, например, путем распространения в бакте-

риях-хозяевах, а затем уничтожения бактерий в форме лизиса, что приводит к высвобождению размно-

женных бактериофагов, которые впоследствии заражают и убивают окружающие бактерии тем же меха-

низмом. Практическое использование бактериофага в устранении бактериальных инфекций обусловлено 

значительными ограничениями, такими как (i) очень узкий круг бактерий-хозяев как внутри, так и между 

видами, и (ii) очень быстрое развитие устойчивости к бактериофагу популяцией бактерии-хозяина. Та-

ким образом, как это часто бывает во многих областях науки, теоретический результат трудно достичь в 

реальных жизненных ситуациях. Поэтому, в то время как бактериофаги кажутся полезными в качестве 

антимикробных агентов в теории, на практике они сдерживают антимикробные свойства, и их использо-

вание для устранения бактериальных инфекций очень трудно достичь из-за быстрого развития устойчи-

вости хозяина к бактериофагу. Следовательно, бактериофаги были неэффективны при длительной эли-

минации бактерий-хозяев. 

Соответственно, настоящее изобретение относится к сконструированному бактериофагу, кодирую-

щему антимикробный агент, причем бактериофаг модифицирован или сконструирован для экспрессии 

антимикробного пептида (AMP), который необязательно секретируется клеткой-хозяином, по меньшей 



038595 

- 22 - 

мере одну или любую комбинацию различных антимикробных агентов сконструированного бактериофа-

га могут использовать отдельно или в любой комбинации для устранения или уничтожения бактериаль-

ной инфекции. В некоторых вариантах реализации изобретения сконструированный бактериофаг, коди-

рующий антимикробный агент, может быть использован с дополнительными агентами, такими как дру-

гой антимикробный агент сконструированного бактериофага, очищенный антимикробный пептид(ы) или 

низкомолекулярный антибиотик. Сконструированные бактериофаги, кодирующие антимикробные пеп-

тиды (или сконструированные бактериофаги, кодирующие AMP), могут кодировать любой антимикроб-

ный агент, известный специалисту в данной области техники. 

В некоторых вариантах реализации аспектов изобретения сконструированный бактериофаг, коди-

рующий антимикробный агент, может экспрессировать и секретировать антимикробный агент, который 

представляет собой нуклеиновую кислоту, например антимикробный агент, который действует посред-

ством "сайлесинга генов" общеизвестных бактериальных генов, известных обычным специалистам в 

данной области техники. Антимикробный агент на основе нуклеиновой кислоты включает, например, но 

без ограничений, молекулы, индуцирующие РНК-интерференцию (РНКи), например, но без ограниче-

ний, миРНК, дцРНК, мвРНК, кшРНК, микроРНК и их сконструированные версии, где ген молекулы 

РНК-интерференции подавляет экспрессию гена, экспрессированного и важного для жизнеспособности 

(т.е. выживания) бактерий. Антимикробный агент на основе нуклеиновой кислоты может представлять 

собой антисмысловую олигонуклеиновую кислоту или аналог нуклеиновой кислоты, например, но без 

ограничений, ДНК, РНК, пептид-нуклеиновую кислоту (ПНК), псевдокомплементарную ПНК (пк-ПНК), 

или закрытую нуклеиновую кислоту (ЗНК) и тому подобное. Альтернативно, антимикробным агентом на 

основе нуклеиновой кислоты может быть ДНК или РНК и аналоги нуклеиновых кислот, например ПНК, 

пкПНК и ЗНК. Нуклеиновая кислота может быть одно- или двухцепочечной и может быть выбрана из 

группы, включающей нуклеиновую кислоту, кодирующую представляющий интерес белок, олигонуклео-

тиды, ПНК и т.д. Такие ингибиторы нуклеиновой кислоты включают, например, последовательность нук-

леиновой кислоты, кодирующую белок, который является транскрипционным репрессором, или антисмы-

словую молекулу, или рибозим, или небольшую ингибирующую последовательность нуклеиновой кисло-

ты, такую как РНКи, кшРНКи, миРНК, микроРНКи (микроРНК), антисмысловой олигонуклеотид и т.д. 

Антимикробные пептиды могут дополнительно или альтернативно быть антибактериальными фер-

ментами. Иллюстративные антибактериальные активности могут включать, но без ограничений, литиче-

ский фермент, ацилазу, аминопептидазу, амилазу, карбогидразу, карбоксипептидазу, каталазу, целлюла-

зу, хитиназу, кутиназу, циклодекстрингликозилтрансферазу, дезоксирибонуклеазу, эстеразу, альфа-

галактозидазу, β-галактозидазу, глюкоамилазу, α-глюкозидазу, β-глюкозидазу, галопероксидазу, инвер-

тазу, лакказу, липазу, маннозидазу, оксидазу, пектинолитический фермент, пептидоглутаминазу, перок-

сидазу, фитазу, полифенолоксидазу, протеолитический фермент, рибонуклеазу, трансглутаминазу, кси-

ланазу, РНКазу, ДНКазу, лизостафин или порообразующие пептиды. 

Антимикробные пептиды или антимикробные полипептиды могут непосредственно разрушать бак-

териальную мембрану путем связывания с отрицательно заряженной микробной мембраной и разруше-

ния мембраны путем образования водных каналов, заставляя липидный бислой сворачиваться назад на 

себя или покрывая мембрану с образованием мицелл. В дополнение к их прямым бактерицидным эффек-

там любые антимикробные пептиды и полипептиды могут также активировать TLR-сигналинг и допол-

нительные иммунные ответы, служить в качестве хемоаттрактантов лейкоцитов, увеличивать бактерицид-

ную опсонизацию путем вторжения фагоцитов, очищать жизненно важные питательные вещества, необхо-

димые бактериям для роста и ингибировать бактериальные протеазы, или любую комбинацию его. 

Биосурфактанты. 

Образование бактериальной биопленки может приводить к локальным инфекциям, а также к тяже-

лому лечению, а иногда и к смертельным, системным инфекциям, таким как бактериемия (наличие бак-

терий в крови) и бактериальный сепсис (множественная органная недостаточность, вызванная распро-

странением бактерий или их продуктов через кровоток). Внеклеточные вещества, которые составляют 

матрицу биопленки, могут действовать как барьер, который защищает и изолирует бактерии, находящие-

ся в биопленке от нормальных иммунологических защитных механизмов, таких как антитела и фагоци-

ты, а также от антимикробных агентов, включая антибактериальные ферменты и антибиотики. Биоплен-

ка также способствует росту и распространению бактерий, обитающих в биопленке. 

Изобретение относится к способам получения и композициям сконструированных вирусов, экс-

прессирующих дополнительный агент, используемый для облегчения удаления или ослабления биоплен-

ки, нанесенной на поверхность. Например, композиции могут включать биосурфактант. Типичные био-

сурфактанты включают, но без ограничений, гликолипиды, липопептиды, депсипептиды, фосфолипиды, 

замещенные жирные кислоты, липополисахариды, сурлактин, сурфактин, висконсин и рамнолипиды. 

Вирусная инженерия. 

Методы генетического конструирования вирусных частиц являются трудоемкими и длительными 

из-за отсутствия широко применимых и целевых методов конструирования in vitro. Современные методы 

in vivo могут занять недели или месяцы для создания модифицированных вирусов и вирусных векторов 

(Levin and Bull, Nat. Rev. Microbiol., 2004, февраль, 2 (2): 166-73, включены в настоящий документ по-
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средством ссылки). Кроме того, существует токсичность, связанная с манипуляцией вирусными генома-

ми в клетках. До этого раскрытия усилия по разработке широко применимых методов для точной генной 

инженерии вирусов in vitro были в значительной степени безуспешными. В настоящем документе описан 

широко применимый процесс для быстрого создания вирусных геномов полностью in vitro. 

Представленные в настоящем документе системы и методы генетического конструирования in vitro 

имеют несколько преимуществ по сравнению с существующими методами генной инженерии вирусов: 

1) позволяют легко манипулировать токсичными генами/продуктами полностью in vitro; 2) быстрые, т.е. 

могут быть выполнены в течение дня по сравнению с неделями или месяцами для методов in vivo; 3) по-

зволяют удерживать геномную модификацию большей части вирусного генома; 4) не требует рекомби-

нации сигнальных путей хозяина; 5) более прямой и менее подвержен ошибкам, чем предыдущие мето-

ды; и 6) применим к нескольким вирусам без изменений в протоколе. 

Изобретение представляет собой способы расщепления, опосредуемой РНК-направляемой нуклеа-

зой, и сборку in vitro сайт-специфических сконструированных целых геномов. Изобретение значительно 

увеличивает точность, простоту и скорость, с которой вирусные геномы могут быть генетически моди-

фицированы. Кроме того, данный способ преодолевает сложившуюся сложность манипулирования часто 

ядовитыми вирусными геномами вируса внутри клеток-хозяев. Также данный подход, выполняемый 

полностью в условиях in vitro, устраняет потребность в генетически приемлемом штамме хозяина для 

конструирования, что препятствует манипулированию многими важными и интересными вирусами ар-

хей, прокариот и эукариот. Данный подход не усиливает манипуляции вирусными геномами и поэтому 

позволяет сохранять большинство модификаций вирусного генома, таких как метилирование. Хорошо 

известно, что модификации генома могут иметь глубокое влияние на пригодность вирусов, и поэтому 

сохранение данных модификаций генома дает четкое преимущество перед другими инженерными мето-

дами. Кроме того, этот метод отличается от других методов, относящихся к конструированию генома 

РНК-направляемой нуклеазой in vivo, поскольку он не сосредоточен на использовании РНК-

направляемой нуклеазы, такой как Cas9 и гРНК для редактирования эукариотического генома, но вместо 

этого относится к преодолению известных проблем вирусной инженерии целиком в условиях in vitro. 

В некоторых аспектах, описанные в настоящем документе новые способы могут включать модифи-

кацию вирусной нуклеиновой кислоты или вирусного генома, например, используя РНК-направляемую 

нуклеазу и сборку, описанную в настоящем документе, и введение сконструированной вирусной нуклеи-

новой кислоты или сконструированного вирусного генома непосредственно в хозяин, который будет 

продуцировать сконструированные вирусные частицы или сконструированные вирусы, которые содер-

жат сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту или сконструированный вирусный геном. На-

пример, в некоторых аспектах способы включают конструирование вирусной нуклеиновой кислоты или 

вирусного генома без введения сконструированной вирусной нуклеиновой кислоты или сконструирован-

ного вирусного генома в клонирующем хозяине для амплификации сконструированной вирусной нук-

леиновой кислоты или сконструированного вирусного генома, например, посредством репликации в век-

торе. Например, в некоторых способах сконструированная вирусная нуклеиновая кислота или сконст-

руированный вирусный геном не вводятся в дрожжи, Е.coli или другие известные клонирующие хозяева, 

такие как, но без ограничений, Bacillus или Vibrio, до введения сконструированной вирусной нуклеино-

вой кислоты или сконструированного вирусного генома в клетку-хозяина, которая будет продуцировать 

сконструированные вирусные частицы или сконструированные вирусы. 

Новые способы, предложенные в настоящем документе, позволяют проводить целенаправленную 

модификацию двух, трех, четырех, пяти или более сайтов в вирусном геноме. Способы могут быть вы-

полнены целиком в условиях in vitro, что позволяет производить вирусные геномы, измененные в не-

скольких сайтах, что не достигается с использованием обычных методов конструирования. 

Приведенные в настоящем документе сконструированные вирусы, содержащие сконструированную 

вирусную нуклеиновую кислоту и/или сконструированные вирусные геномы, которые имеют две, три, 

четыре, пять или более модификаций в отношении несконструированной вирусной нуклеиновой кислоты 

или несконструированного вирусного генома. Две или более модификаций могут быть вставкой, делеци-

ей, заменой или любой их комбинацией. Две или более модификаций могут приводить к одному, двум 

или более улучшенным вирусным свойствам, таким как любое раскрытое в настоящем документе. Скон-

струированные вирусы можно получать полностью посредством методов конструирования в условиях in 

vitro, раскрытых в настоящем документе. Способы конструирования in vitro, описанные в настоящем 

документе, приводят к целенаправленным модификациям, в отличие от классического или случайного 

мутагенеза. В отличие от модификаций, получаемых классическим или случайным мутагенезом, целевые 

модификации могут быть удобно скринированы для использования в стандартных молекулярно-

генетических лабораторных методах, таких как ПЦР и/или секвенирование до любых анализов фенотипа. 

Также в настоящем документе раскрыта система получения синтетических вирусов с улучшенными 

вирусными свойствами (например, см., фиг. 10). Система включает идентификацию последовательностей 

нуклеиновых кислот, ответственных за обеспечение требуемого свойства, и затем включение этих изме-

нений последовательности в выбранный вирусный геном для получения вирусных частиц с улучшенны-

ми вирусными свойствами. Последовательности нуклеиновой кислоты, способные придавать желаемое 
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вирусное свойство, могут быть идентифицированы с помощью фундаментальных научных знаний, поис-

ка литературы, эмпирического тестирования, исследований мутаций или любой их комбинации. Иссле-

дования мутаций могут включать эволюционные исследования, исследования адаптации, исследования 

мутагенеза и/или другие экспериментальные подходы, хорошо известные в данной области техники. Ис-

следования мутагенеза могут включать ультрафиолетовый (УФ), химический и/или инсерционный мута-

генез. Инсерционный мутагенез может включать транспозон и/или селективный маркер инсерционного 

мутагенеза. Эксперименты по мутации, используемые для идентификации интересующих последова-

тельностей нуклеиновых кислот, могут быть выполнены с использованием вируса или вирусного генома 

вируса, который станет отправной точкой для конструирования in vitro. Дополнительно или альтерна-

тивно вместо выбранного вируса или вирусного генома, связанный или гетерологичный вирус, или ви-

русный геном может быть использован в исследовании мутаций с целью идентификации последователь-

ностей рекомбинантных нуклеиновых кислот для включения в первоначально выбранный вирус или ви-

русный геном для придания дополнительных свойств выбранного вируса. 

Желаемые свойства могут включать одно или более из круга хозяев, вирусного литического цикла, 

адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации и сборки, лизиса, величины выхода фага, ускользания 

от иммунологического надзора, иммунной стимуляции, иммунной дезактивации, дисперсии биопленки, 

устойчивости бактерий к фагу, антибиотической сенсибилизации бактерий, модуляции факторов виру-

лентности и направленного расщепления или редактирования генома хозяина, других необходимых 

свойств, которые могут быть хорошо известны специалисту в данной области техники или в любой их 

комбинации. Идентифицированные последовательности нуклеиновых кислот, обладающие необходи-

мым свойством, могут быть включены в выбранный вирусный геном, используя описанный в настоящем 

документе метод конструирования in vitro для включения одного или более изменений в один вирусный 

геном в течение одного или более циклов повторного конструирования и тестирования до тех пор, пока 

не будет подвержден желаемый набор одного или более улучшенных вирусных свойств. Конечный ви-

русный геном, представляющий интерес, может представлять собой комбинацию естественных и синте-

зированных молекул нуклеиновых кислот или может быть полностью синтезирован de novo с использо-

ванием способов, описанных в настоящем документе, и/или известных в данной области техники. Полу-

чение вирусов или вирусных частиц с улучшенными вирусными свойствами может включать введение 

сконструированного вирусного генома, представляющего интерес, в совместимую клетку, причем геном 

активируется, тем самым создавая вирусные частицы или вирусы. Для получения молекулы нуклеиновой 

кислоты, идентифицированной для придания желаемого свойства для включения в выбранный вирусный 

геном, последовательность, представляющая интерес, может быть выделена или амплифицирована из 

вирусного генома, из которого она была идентифицирована путем расщепления, ПЦР-амплификации, 

синтеза, других методов известных в данной области техники, или в любой их комбинации. Синтезиро-

ванную последовательность нуклеиновой кислоты можно химически синтезировать или собрать из хи-

мически синтезированных перекрывающихся олигонуклеотидов. Дополнительно или альтернативно, 

молекула нуклеиновой кислоты, которая должна быть включена в выбранный вирусный геном для того, 

чтобы придать желаемый фенотип, может быть комбинацией последовательностей естественных и син-

тезированных нуклеиновых кислот. В зависимости от конструкции молекулы нуклеиновой кислоты, ко-

торая должна быть включена в выбранный вирусный геном, полученный сконструированный вирусный 

геном может содержать последовательности нуклеиновых кислот, замененные альтернативными после-

довательностями или любой их комбинацией для придания необходимого вирусного свойства. Способы 

конструирования молекул нуклеиновой кислоты для того, чтобы изменить последовательность таким 

образом, что последовательности выделяют, удаляют, заменяют или любую их комбинацию хорошо из-

вестную специалистам в данной области техники. Сконструированные вирусные геномы, получаемые 

при помощи системы и методами, описанными в настоящем документе, могут быть использованы для 

получения вирусов или вирусных частиц с улучшенными вирусными свойствами. Получение вирусов 

или вирусных частиц с улучшенными вирусными свойствами может включать введение сконструиро-

ванного вирусного генома в совместимую клетку, причем геном активируется, тем самым создавая ви-

русные частицы или вирусы. Введение сконструированного генома в клетку может быть осуществлено 

путем электропорации, трансформации, конъюгации, контакта клетки с предварительно упакованными 

вирусными геномами и т.д. или другими способами, хорошо известными в данной области техники. 

Изобретение дополнительно относится к открытию способа для конструирования нуклеиновой ки-

слоты in vitro с использованием РНК-направляемой эндонуклеазы. Настоящее раскрытие дополнительно 

относится к улучшению вирусных свойств при помощи генной инженерии in vitro вирусных нуклеино-

вых кислот. В частности, раскрытие относится к расщеплению in vitro последовательностей вирусов с 

использованием эндонуклеаз, таких как РНК-направляемая эндонуклеаза, например, Cas9, с последую-

щей сборкой рекомбинантной нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента(ов) ДНК или РНК в рас-

щепленный вирусный геном. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro вирус-

ной нуклеиновой кислоты, включающий выделение вирусной нуклеиновой кислоты; расщепление in vi-

tro области вирусной нуклеиновой кислоты с использованием РНК-направляемой нуклеазы; и сборку 
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рекомбинантной нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента ДНК или РНК в расщепленную вирус-

ную нуклеиновую кислоту. В некоторых примерах расщепление in vitro представляет собой фермента-

тивное расщепление, основанное на РНК. В некоторых примерах ферментативное расщепление выпол-

няют при помощи РНК-направляемой нуклеазы. В некоторых примерах РНК-направляемая нуклеаза 

представляет собой Cas9, фермент, полученный из Cas9, фермент, связанный с Cas9, или любую очи-

щенную программируемую РНК-направляемую нуклеазу. В некоторых примерах расщепление дополни-

тельно включает нацеливающие РНК. В некоторых примерах система расщепления дополнительно со-

держит спермидин. В некоторых примерах нацеливающие РНК представляют собой гРНК, сrРНК и/или 

tracrPHK. В некоторых примерах после расщепления РНК-направляемую нуклеазу инактивируют стан-

дартными методами, такими как воздействие тепла и/или удалением стандартными методами, такими 

как, например, фенольно-хлороформной экстракцией. В некоторых примерах нагревание в процессе ак-

тивации достигают путем воздействия на раствор, содержащий белок, нагревая, например, по меньшей 

мере на 80°С. 

Любая программируемая РНК-направляемая нуклеаза может быть использована в способах и ком-

позициях настоящего изобретения, например Cas1, Cas1B, Cas2, Cas3, Cas4, Cas5, Cas6, Cas7, Cas8, Cas9 

(также известна как Csn1 и Csx12), Cas10, Csy1, Csy2, Csy3, Cse1, Cse2, Csc1, Csc2, Csa5, Csn2, Csm2, 

Csm3, Csm4, Csm5, Csm6, Cmr1, Cmr3, Cmr4, Cmr5, Cmr6, Csb1, Csb2, Csb3, Csx17, Csx14, Csx10, Csx16, 

CsaX, Csx3, Csx1, Csx15, Csf1, Csf2, Csf3, Csf4, Cpf1, C2c1, C2c2, С2c3 или их гомологи, или их сконст-

руированные варианты. Любую программируемую систему CRISPR можно использовать в способах и 

композициях в настоящем документе, включая тип I, тип II, тип III, тип IV, тип V, тип VI или любую их 

комбинацию. РНК-направляемая нуклеаза может быть белком Cas9, таким как белок Cas9 из Staphylo-

coccus pyogenes, S.thermophilus, S.pneumonia, S.aureus или Neisseria meningitidis, в виде неограничиваю-

щих примеров. Также рассматриваются белки Cas9, представленные в виде SEQ ID NO: 1-256 и 795-1346 

в публикации заявки на патент США № US 2014/0068797, включенной в настоящий документ посредст-

вом ссылки, и химерных белков Cas9, которые могут объединять домены из более чем одного белка 

Cas9, а также варианты и мутанты идентифицированных белков Cas9. В дополнение к Cas9, специалист в 

данной области техники легко узнает, что любой известный функциональный эквивалент будет доста-

точным альтернативным примером. 

Вирусные частицы могут быть архей-, прокариот- или эукариот- специфическими вирусами. На-

пример, вирус может быть таким, который может заразить Pseudomonas aeruginosa, Е.coli или Homo 

sapiens. В некоторых примерах вирус может быть таким, который заражает виды возбудителей, такие как 

те, что относятся к роду Acinetobacter, Clostridium, Enterobacter, Enterococcus, Escherichia, Klebsiella, My-

cobacterium, Neisseria, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus или Streptococcus. В некоторых примерах 

вирус может инфицировать виды архей, такие как те, что относятся к роду Acidianus, Aeropyrum, Haloar-

cula, Haloferax, Halorulbum, Methanobacterium, Pyrobaculum, Pyrococcus, Stygiolobus, Sulfolobus или Ther-

moproteus. В некоторых примерах вирус может инфицировать эукариотические хозяева, такие как люди, 

млекопитающие, животные, растения, водоросли или грибы. Вирусная нуклеиновая кислота может пред-

ставлять собой ДНК или РНК. В некоторых примерах вирусная нуклеиновая кислота состоит из цельного 

вирусного генома, части вирусного генома, или одного или более вирусных генов. В некоторых приме-

рах часть вирусного генома субклонируется в плазмиду до конструирования. 

Вирусная нуклеиновая кислота может быть одиночной или двойной (или более) расщепленной 

РНК-направляемой нуклеазой, такой как Cas9, в сочетании с нацеливающей(ими) РНК in vitro для удале-

ния одного или более нуклеотидов, одного гена, множества генов или любого размера геномной области 

или открытой ДНК для вставки новой последовательности. В дополнение к Cas9 специалисту в данной 

области техники понятно, что любая программируемая РНК-направляемая нуклеаза или другой меха-

низм расщепления ДНК, пригодный для ДНК, будет достаточным и будет функционально эквивалент-

ным. Множественные расщепления могут быть выполнены одновременно; однако было обнаружено, что 

последовательное расщепление РНК-направляемой Cas9 может повысить эффективность. Кроме того, 

спермидин может быть добавлен в реакционную смесь для увеличения диссоциации Cas9 от ДНК, что 

позволяет увеличить доступность Cas9 для ферментативной активности. Вирусная последовательность, 

удаленная расщеплением Cas9, не рекомбинируется обратно в геном, потому что Cas9 представляет со-

бой тупой режущий фермент и фрагменты не содержат гомологии с сайтом встраивания. Кроме того, 

дезактивация теплом Cas9 обеспечивает непосредственный переход от расщепления к реакциям сборки, 

упрощая протокол. 

Используемый в настоящем документе термин "нацеливающие РНК" или "направляющие РНК" от-

носится к CRISPR РНК (сrРНК), транс-активирующим сrРНК (сrРНК), модифицированным химерным 

гидовым РНК (гРНК), включающим как сrРНК, так и tracrPHK, или одиночные гРНК, совместимые с 

выбранной системой CRISPR. CRISPR РНК (сrРНК) транскрибируют из локуса CRISPR, включают в эф-

фекторные комплексы и направляют комплекс к последовательностям встраивающейся нуклеиновой 

кислоты, что приводит к расщеплению нуклеиновой кислоты, опосредованному РНК-направляемой нук-

леазой. ТrасrРНК являются комплементарными с и комплементарной парами оснований с pre-сrРНК, 

образующими дуплекс РНК, необходимый для Cas9-опосредованного расщепления. Гибридные гРНК 
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представляют собой химерные РНК, которые связывают нацеливающую сrРНК с tracrPHK, что позволяет 

использовать одну РНК для Cas9-опосредованного расщепления. Cas9-опосредованное расщепление мо-

гут проводить как с транскрибированой in vitro смесью crPHK-tracrPHK или с химерной гРНК. 

Вставка ДНК или РНК может быть получена любыми способами, известными в данной области 

техники, а именно путем синтеза in vitro, химического синтеза, синтеза de novo, сборки de novo, ампли-

фикации (ПЦР), фермент-опосредуемого освобождения от плазмид, вирусов или бактерий, или любой их 

комбинации. В одном аспекте вставка ДНК или РНК создается сборкой олигонуклеотидов или ПЦР с 

праймерами, содержащими перекрывающиеся последовательности с сайтом встраивания. Вставка ДНК 

или РНК может быть комбинацией естественных и синтезированных нуклеиновых кислот, или получен-

ных полностью естественным или синтетическим путем. 

Сборка вставки ДНК или РНК и расщепленной вирусной нуклеиновой кислоты может быть прове-

дена любым известным в данной области техники способом, таким как реакции клонирования in vitro 

или любым из ранее обсуждавшихся способов. В одном аспекте сборка вставки ДНК или РНК в расщеп-

ленный вирусный геном выполняют с использованием метода сборки Gibson Assembly. В одном аспекте 

сборку вставки ДНК или РНК в расщепленный вирусный геном выполняют in vivo с использованием 

механизмов рекомбинации клеток-хозяев. Сборка вставки ДНК или РНК может приводить к вставке, 

делеции, замене или любой их комбинации последовательности нуклеиновой кислоты. Процесс конст-

руирования последовательности ДНК или РНК такой, что сборка в расщепленную вирусную нуклеино-

вую кислоту приводит к вставке, делеции, замене или любой их комбинации нуклеиновых кислот, пред-

ставляющих интерес, хорошо известны в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro вирус-

ной последовательности, включающий выделение вирусной нуклеиновой кислоты; расщепления in vitro 

области вирусной нуклеиновой кислоты с использованием РНК-направляемой нуклеазы; и сборку ре-

комбинантной нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента ДНК или РНК в расщепленную вирусную 

нуклеиновую кислоту. В некоторых примерах сборку проводят in vitro в одном сосуде со смесью компо-

нентов, включающих: (а) выделенную не термостабильную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-

экзонуклеазной активностью; (b) краудинг-агент; (с) выделенную термостабильную невытесняющую 

ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью или смесью указанной ДНК-полимеразы со второй 

ДНК-полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (d) выделенную термостабиль-

ную лигазу; (е) смесь дНТФ; и (f) подходящий буфер в условиях, эффективных для вставки фрагмента в 

расщепленную вирусную нуклеиновую кислоту с образованием рекомбинантной нуклеиновой кислоты. 

В некоторых аспектах экзонуклеаза представляет собой экзонуклеазу Т5, и приведение в контакт проис-

ходит в изотермических условиях, и/или краудинг-агент представляет собой ПЭГ, и/или невытесняющая 

ДНК-полимераза представляет собой ДНК-полимеразу Phusion или ДНК-полимеразу VENT® и/или 

лигазу представляет собой Taq-лигазу. В некоторых примерах сборку in vitro выполняют при помощи 

одноступенчатой или изотермической сборки методом Gibson Assembly. В некоторых примерах сборку 

in vitro выполняют при помощи двухступенчатой сборки методом Gibson Assembly. В некоторых приме-

рах расщепленная нуклеиновая кислота и фрагмент ДНК или РНК могут быть собраны in vitro лигирова-

нием тупых концов с использованием фермента лигазы. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает метод in vitro для конструирования ви-

русной последовательности, включающий этап сборки. В некоторых примерах сборку выполняют in vivo 

в совместимой клетке-хозяине с использованием механизма рекомбинации клеток-хозяев. Хотя реком-

бинантная нуклеиновая кислота может быть собрана целиком в условиях in vitro с использованием очи-

щенных ферментов, как описано в настоящем документе, этот процесс также может быть осуществлен с 

использованием естественных или сконструированных рекомбинантных сигнальных путей в чувстви-

тельном штамме хозяина. В некоторых случаях совместимыми клетками-хозяевами могут быть 

S.cerevisiae, Е.coli, P.aeruginosa, В.subtilis, V.natrigens или другие организмы, доступные в данной области 

техники. Трансформация очищенных и обработанных in vitro вирусных геномов вместе с фрагментом 

вставки восстановления, содержащим концевые области гомологии, достаточна для того, чтобы некото-

рые клетки-хозяева собирали рекомбинантный вирусный геном in vivo. Фрагменты вставки восстановле-

ния могут быть синтезированы или амплифицированы стандартными методами, известными в данной 

области техники, или могут находиться внутри плазмид, стабильно реплицирующихся в выбранной 

клетке-хозяине. Данный способ, вероятно, будет иметь более низкую эффективность по сравнению со 

сборкой in vitro из-за клеток-хозяев, имеющих как гомологичные, так и не гомологичные пути восста-

новления ДНК, задача совместной доставки достаточного количества вставки и расщепленного генома в 

клетку-хозяина и более низкой эффективности большинства гомологичных сигнальных путей рекомби-

нации хозяина. Поскольку только расщепленнные геномы не образуют функциональных вирусных час-

тиц и в последующем бляшек без опосредованной хозяином рекомбинации, бляшки, полученные после 

трансформации и выращивания, могут быть скринированы с помощью ПЦР для данной вставки, чтобы 

подтвердить корректную сборку желаемой сконструированной вирусной нуклеиновой кислоты. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает метод in vitro для конструирования ви-

русной последовательности, содержащей РНК-направляемую нуклеазу. В некоторых примерах РНК-
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направляемая нуклеаза представляет собой Cas9 II типа. В некоторых примерах РНК-направляемая нук-

леаза представляет собой Cas9 или фермент, полученный из Cas9. В некоторых примерах РНК-

направляемая нуклеаза представляет собой выделенный рекомбинантный фермент Cas9 или Cas9. В не-

которых примерах существует по меньшей мере одна нацеливающая РНК. В некоторых примерах суще-

ствует две нацеливающие РНК. В некоторых примерах нацеливающая РНК представляет собой химер-

ную гидовую РНК (гРНК) или набор сrРНК и tracrPHK. В некоторых примерах в реакции расщепления in 

vitro использует две гРНК. В некоторых примерах в реакции расщепления in vitro использует два набора 

сrРНК и tracrPHK, чтобы, например, одновременно нацеливать на две последовательности. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro вирус-

ной последовательности, включающий стадию расщепления in vitro. В некоторых примерах после рас-

щепления РНК-направляемую нуклеазу инактивируют при помощи стандартных методов, таких как воз-

действие теплом, например, по меньшей мере на 80°. В некоторых примерах после расщепления РНК-

направляемую нуклеазу удаляют фенольно-хлороформной экстракцией. В некоторых примерах, после 

расщепления, РНК-направляемую нуклеазу удаляют другими способами экстракции, хорошо известны-

ми в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ in vitro для конструирования ви-

русной последовательности, которая приводит к созданию сконструированной вирусной нуклеиновой 

кислоты. В некоторых примерах сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту затем трансфор-

мируют в клетку-хозяин. В некоторых примерах клетка-хозяин представляет собой Е.coli, P.aeruginosa, 

S.cerevisiae, V.natriegens, В.subtilis или другой организм, хорошо известный в данной области техники. В 

некоторых примерах трансформацию выполняют путем теплового шока, электропорации, биолистики, 

бомбардировки частиц, конъюгации, трансдукции, липофекции или другого известного метода, хорошо 

известного в данной области техники. В некоторых примерах сконструированную вирусную нуклеино-

вую кислоту трансформируют в клетку-хозяина и затем снова выделяют после репликации. В некоторых 

примерах выделенную сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту используют в качестве ис-

ходной вирусной нуклеиновой кислоты для другого цикла конструирования in vitro, который в настоя-

щем документе называется итеративное конструирование in vitro. В некоторых примерах представлен 

один цикл итеративного конструирования in vitro. В других примерах представлен по меньшей мере 

один цикл итеративного конструирования in vitro. В других примерах существует два или более циклов 

итеративного инженерии in vitro. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ in vitro конструирования вирус-

ной последовательности, который приводит к созданию сконструированной вирусной нуклеиновой ки-

слоты. В некоторых примерах сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту упаковывают в ви-

русные частицы с использованием набора для упаковки in vitro, который может быть коммерчески дос-

тупен. В некоторых примерах комплект для упаковки in vitro представляет собой набор Maxplax lambda 

packaging extract. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ in vitro для конструирования ви-

русной последовательности, который приводит к образованию рекомбинантной сконструированной ви-

русной нуклеиновой кислоте. В некоторых примерах сконструированная вирусная нуклеиновая кислота 

улучшает или изменяет свойство вируса по сравнению с контрольным и/или несконструированным ви-

русом. В некоторых примерах улучшенное или измененное вирусное свойство представляет собой свой-

ство, такое как круг хозяев, вирусный литический цикл, адсорбция, прикрепление, инъекция, репликация 

и сборка, лизис, величина выхода фага, ускользание от иммунологического надзора, иммунная стимуля-

ция, иммунная дезактивация, дисперсия биопленки, устойчивость к бактериальному фагу, антибиотиче-

ская сенсибилизация бактерий, модуляция факторов вирулентности, направленное расщепление или ре-

дактирование геном хозяина или любая их комбинация. В некоторых примерах улучшение свойства мо-

жет быть увеличением, уменьшением или изменением свойства. Например, улучшенное вирусное свой-

ство может быть расширенным или уменьшенным кругом хозяев, измененным вирусным литическим 

циклом, увеличенной или уменьшенной адсорбцией в клетке-хозяине, увеличенным или уменьшенным 

прикреплением к клетке-хозяина, увеличенным или уменьшенным инъекцией, увеличенной или умень-

шенной или измененной репликацией и сборкой, повышенным или сниженным лизисом, увеличенной 

или уменьшенной величиной выхода фага, увеличенным или уменьшенным или измененным ускольза-

нием от иммунного надзора, увеличенной или уменьшенной или измененной иммунной стимуляцией, 

увеличенной или уменьшенной или измененной иммунной дезактивацией, увеличенной или уменьшен-

ной или измененной дисперсией биопленки, увеличенной или уменьшенной или измененной устойчиво-

сти бактерий к фагу, повышенной или уменьшенной или измененной антибиотической сенсибилизацией 

бактерий, увеличенной или уменьшенной или измененной модуляцией факторов вирулентности, увели-

чением или уменьшением или изменением направленного расщеплениея или редактирования генома или 

любой их комбинации. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, увели-

ченный круг хозяев. Круг хозяев представляет собой количество типов клеток, штаммов или видов хозя-
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ев, которые вирус может заразить. Увеличение круга хозяев представляет собой расширение абсолютно-

го числа различных типов клеток, штаммов или видов, которые вирус способен инфицировать по срав-

нению с контрольным и/или несконструированным вирусом. В некоторых примерах увеличенный круг 

хозяев представляет собой увеличение количества бактериальных штаммов или вариантов внутри бакте-

риальных видов, которые вирус способен инфицировать. Увеличение в круге хозяев может быть увели-

чением по меньшей мере одного или более штаммов, типов клеток или видов. Круг хозяев могут анали-

зировать, например, стандартным анализом бляшкообразования, который хорошо известен в данной об-

ласти техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ для конструрования вирусной 

нуклеиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, ви-

русный литический цикл. Вирусный литический цикл представляет собой один из двух циклов вирусной 

репликации, другой является лизогенным циклом. Литический цикл приводит к разрушению инфициро-

ванной клетки и инфицированной клеточной мембраны. Литический цикл состоит из шести этапов, каж-

дый из которых может быть индивидуально сконструирован. Шесть этапов вирусного литического цикла 

представляют собой адсорбцию, прикрепление, инъекцию, репликацию и сборку, лизис и величину вы-

хода фага. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, адсорб-

ция. Адсорбция представляет собой действие вируса, контактирующего с клеткой-хозяином. Вирусная 

адсорбция характеризуется как сродство вируса к данной клетке-хозяину и может быть проанализирова-

но с помощью стандартных анализов адсорбции, например, описанных Хайманом и Абедоном (Methods 

in Molecular Biology, 2009). Кроме того, или, альтернативно, вирусная адсорбция может быть определена 

другими стандартными анализами аффинности, широко используемыми в биохимии для анализа взаимо-

действий рецептор-лиганд. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, прикреп-

ление. Вирусное прикрепление - это когда вирус сильно прикрепляется к клетке-хозяина. Вирусное при-

крепление является необратимым взаимодействием между вирусом и рецептором клетки-хозяина. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, инъекция. 

Введение относится к инъекции вирусного генома, и когда вирус вставляет свой генетический материал 

в клетку-хозяина. В качестве примера можно привести инъекцию вирусного генома путем измерения 

оттока ионов калия (Cady et al., J. Bacteriol., 2012, 194 (21): 5728-38; Leavitt et al., PLoS ONE, 2013 8 (8): 

E70936, которые включены в настоящее описание посредством ссылки во всей их полноте). 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, реплика-

ция и сборка. Вирусная репликация и сборка относятся к созданию новых вирусов в клетке-хозяине. По-

сле инъекции вирусного генома механизм клеток-хозяев захватывается и вирусные гены транскрибиру-

ются, вирусные белки транслируются, а вирусные частицы представляют собой сборку, содержащую 

реплицированные вирусные геномы. Вирусная репликация и сборка в конечном итоге приводят к лизису 

клеток-хозяев, поэтому репликацию и сборку можно анализировать, контролируя скорость роста вируса 

стандартным анализом бляшкообразования или анализом бляшкообразования в двойном агаровом слое. 

Скорости вирусной репликации могут дополнительно или альтернативно определяться путем измерения 

величины выхода фага в стандартном анализе бляшкообразования, кривой одиночного цикла размноже-

ния или других стандартных анализах на репликативную способность вируса, которые хорошо известны 

в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, лизис. 

Лизис относится к лизису клеток-хозяев. После репликации и сборки новых вирусных частиц образуется 

фермент, который разрушает стенку клетки-хозяина и/или клеточную мембрану изнутри и позволяет 

вводить жидкость, что в конечном итоге приводит к лизису клеток-хозяев. Способность увеличивать или 

ингибировать вирулентную репликацию вируса может увеличивать или уменьшать время, необходимое 

для того, чтобы данный вирус убивал клетку-хозяина путем лизиса. Вирусную вирулентность можно 

исследовать, анализируя время между заражением и лизисами клеток-хозяев, контролируя скорость рос-

та вируса стандартным анализом бляшкообразования или анализом бляшкообразования в двойном ага-

ровом слое. Кроме того, или альтернативно, усиленный бактериальный лизис сконструированного виру-

са по сравнению с контрольным и/или несконструированным вирусом может быть определен при помо-

щи колониеобразующих единиц (КОЕ) после анализа, количества или диаметра бляшкообразующих 

единиц (БОЕ) или после анализа бляшкообразования, из анализа биопленки или других стандартных 

анализов, которые хорошо известны в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ модификации вирусной нуклеи-

новой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, величина 
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выхода фага. Величина выхода фага относится к числу вирусов, продуцируемых зараженной клеткой. 

Величина выхода фага может быть проанализирована стандартными анализами величины выхода фага, 

такими как те, которые описаны Эллисом и Делбрейком (J. Gen. Physiol. 1939 Jan 20; 22(3): 365-384, 

включенный в настоящий документ посредством ссылки) и Delbriick (Delbriick J. Gen. Physiol, 1940, 23; 

643, включенный в настоящий документ посредством ссылки) 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ модификации вирусной нуклеи-

новой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, ускользание 

от иммунного надзора. Ускользание от иммунного надзора представляет собой способность вируса избе-

гать клиренса врожденной или адаптивной иммунной системы. Ускользание от иммунного надзора мо-

жет быть проанализировано путем изучения уровня или скорости нейтрализации продуцирования анти-

тел. Кроме того, или, альтернативно, ускользание от иммунного надзора можно измерить, анализируя 

период полужизни или времени пребывания данного вируса внутри животного. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает собой способ модификации вирусной 

нуклеиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, им-

мунная стимуляция. Иммунная стимуляция представляет собой способность вируса индуцировать им-

мунный ответ, который обычно не ассоциируется с вирусом дикого типа или несконструированным ви-

русом. Это может быть проанализировано путем анализа иммунных факторов, продуцируемых в присут-

ствии вируса, с использованием стандартных наборов ИФА, проточной цитометрии, гистологии или дру-

гих стандартных иммунологических анализов, известных специалистам в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ модификации вирусной нуклеи-

новой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, иммунная 

дезактивация. Иммунная дезактивация представляет собой способность вируса уменьшать иммунный 

ответ, обычно связанный с вирусом дикого типа или несконструированным вирусом. Это может быть 

проанализировано путем анализа иммунных факторов, продуцируемых в присутствии вируса, с исполь-

зованием стандартных наборов ИФА, проточной цитометрии, гистологии или других стандартных им-

мунологических анализов, известных специалистам в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ модификации вирусной нуклеи-

новой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, дисперсия 

биопленки. Дисперсия биопленки представляет собой способность деградировать, ослаблять или увели-

чивать проницаемость биопленки. Мероприятия, которые могут приводить к дисперсии биопленки, 

включают, но без ограничений, деградацию экзополисахарида (ЭПС), модуляцию молекул бактериаль-

ного чувства кворума, и деградацию внеклеточной ДНК или РНК в биопленке или месте бактериальной 

инфекции. "Деградация экзополисахарида" представляет собой способность вируса продуцировать белок 

или фермент, способный разрушать или диссоциировать высокомолекулярные соединения, секретируе-

мые микроорганизмами в их среду для формирования структурной целостности биопленок. ЭПС-

деградирующая активность может включать, но без ограничений, поверхностно-активные вещества, гли-

козидазы и протеазы. Их активность может быть измерена с использованием стандартных биохимиче-

ских анализов, известных специалистам в данной области техники. Модуляция молекул бактериального 

чувства кворума также может приводить к дисперсии биопленки. Известно, что молекулы бактериально-

го чувства кворума являются высококонсервативными регуляторами вирулентности у ряда патогенных 

бактерий человека. Были идентифицированы белки с ферментативной активностью, способные разру-

шать молекулы бактериального чувства кворума, и их активность измеряли при помощи различных ана-

лизов микробных репортеров, биохимических репортерных анализов или путем анализа продуктов рас-

щепления с использованием TLC (Rajesh and Rai, Microbiological Research, July-August 2014, Volume 169, 

Issues 7-8, Pages 561-569, включенные в настоящий документ посредством ссылки). Деградация внекле-

точной ДНК или РНК в биопленке или месте бактериальной инфекции также может привести к диспер-

сии биопленки. Активность вирусной закодированной ДНКазы или РНКазы может быть измерена с по-

мощью имеющихся в продаже наборов, известных специалистам в данной области техники, таких как те, 

что доступны от Jena Bioscience или Thermofisher в качестве неограничивающих примеров. Предотвра-

щение, проникновение, разрушение или дисперсия биопленки также может быть оценена путем количе-

ственной оценки биопленки, присутствующей после обработки, и сравнения ее с контрольным условием. 

Измерения биопленки хорошо известны в данной области техники и включают в качестве неограничи-

вающего примера окрашивание биопленки красителем, таким как кристаллический фиолетовый, и коли-

чественное определение поглощения на спектрофотометре. 

В некоторых примерах настоящее раскрытие обеспечивает способ модификации вирусной нуклеи-

новой кислоты, который приводит к улучшенному вирусному свойству, такому как, например, устойчи-

вость бактериального фага. Фаг или бактериофаг представляют собой термины, которые можно исполь-

зовать взаимозаменяемо и которые относятся к вирусам, которые заражают бактерии. Бактериальная ус-

тойчивость к фагу относится к появлению бактериофаг-устойчивых бактерий из популяции, обработан-

ной или подверженной воздействию конкретного вируса. Это происходит либо посредством случайных 

мутаций внутри бактерий, либо из-за того, что некоторые бактерии внутри популяции не способны зара-

зиться вирусом. Когда данные резистентные бактерии распространяются, новая популяция устойчива к 
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вирусу или бактериофагу, изначально подвергаемому воздействию. Неограничивающим примером оцен-

ки устойчивости бактерий является отслеживание скорости роста бактерий после вирусной обработки, 

поскольку количество резистентных бактерий непосредственно влияет на скорость повторного роста 

популяции. Бактериофаг может быть модифицирован таким образом, чтобы бактерии не могли получить 

вирусную резистентность по меньшей мере тремя способами, включая 1) ингибирование известных сис-

тем устойчивости к вирусам, 2) кодирование вторичного токсина и/или 3) увеличение вирулентности за 

счет увеличения литической способности. Бактериофаг может избегать или ингибировать известные сис-

темы устойчивости к вирусам посредством экспрессии известных или синтетических ингибирующих 

белков, как один пример. Активность данных ингибирующих белков можно контролировать с помощью 

классического метода титрования на двухслойной бляшке и/или анализа эффективности культивирова-

ния. Системы устойчивости к вирусам могут включать, но без ограничений, системы CRISPR-Cas и рест-

рикции-модификации. Предотвращение устойчивости к вирусам также может быть достигнуто путем 

экспрессии вторичных токсинов, таких как бактерицидные полезные нагрузки. Активность данных вто-

ричных токсинов не зависит от естественной литической активности данного вируса и может быть изме-

рена анализом кривой роста/гибели. Кроме того, или альтернативно, генетически закодированный токси-

ческий белок может быть очищен и охарактеризован с использованием установленных биохимических 

и/или фенотипических анализов, обычно используемых для характеристики белковых токсинов и кото-

рые хорошо известны специалисту в данной области техники. 

В некоторых примерах настоящее раскрытие обеспечивает способ модификации вирусной нуклеи-

новой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, антибиоти-

ческая сенсибилизация бактерий. "Антибиотическая сенсибилизация бактерий" относится к способности 

вируса экспрессировать генетически закодированную полезную нагрузку, чтобы сделать инфицирован-

ные или соседние клетки более чувствительными к антимикробному агенту. Полезная нагрузка может 

быть генетически закодирована на вирусе или бактериофаге, а затем экспрессирована внутри клетки-

хозяина. Экспрессированная полезная нагрузка может быть необязательно секретирована клеткой-

хозяином или высвобождена при лизисе клеток-хозяев. Активность антибиотической сенсибилизации 

бактерий можно наблюдать при помощи тестирования синергии, используя, например, хорошо извест-

ный метод микроразведений с использованием серийных разведений. 

В некоторых примерах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, модуля-

ция факторов вирулентности. "Модуляция факторов вирулентности" относится к вирусным генетически 

закодированным белкам или соединениям, способным модулировать экспрессию или активность извест-

ных факторов вирулентности. Неограничивающими примерами модуляторов факторов вирулентности 

являются факторы транскрипции, антитела и белки иммунитета. Экспрессию или активность факторов 

вирулентности и модуляторов фактора вирулентности можно наблюдать, например, на животных моде-

лях, биохимических тестах или репортерных анализах. 

В некоторых примерах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования вирусной нук-

леиновой кислоты, который приводит к улучшению вирусного свойства, такого как, например, направ-

ленное расщепление или редактирование генома хозяина. "Расщепление или редактирование целевого 

генома хозяина" относится к способности вируса генетически кодировать специфичную для последова-

тельности нуклеазу, способную целенаправленно расщеплять геном в данном генетическом локусе, и, 

необязательно, редактировать, например, путем вставки восстанавливающей молекулы ДНК. Активность 

целевого расщепления можно наблюдать путем секвенирования, определения количества жизнеспособ-

ных микроорганизмов, подтверждения интеграции новой последовательности и/или других стандартных 

методов, известных специалистам в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro вирус-

ной последовательности, включающий этап расщепления in vitro. В некоторых примерах расщепленную 

вирусную нуклеиновую кислоту выделяют и секвенируют вместо использования в реакции сборки in 

vitro или in vivo. В некоторых примерах результаты секвенирования из фрагмента вирусной нуклеиновой 

кислоты используют для определения концов вирусных геномов. В некоторых примерах скорректиро-

ванные последовательности вирусного генома используют для планирования и разработки дальнейших 

подходов и этапов конструирования in vitro. 

В некоторых аспектах настоящее изобретение относится к способу конструирования in vitro вирус-

ной последовательности, включающей выделение вирусной нуклеиновой кислоты. В некоторых приме-

рах вирусная нуклеиновая кислота представляет собой полный вирусный геном. В некоторых примерах 

полный вирусный геном выделяют из вирусной частицы. В некоторых примерах вирусная нуклеиновая 

кислота представляет собой часть вирусного генома. В некоторых примерах вирусная нуклеиновая ки-

слота представляет собой часть вирусного генома, содержащегося в плазмиде. В некоторых примерах 

плазмиду, содержащую часть вирусного генома, выделяют из клетки-хозяина. В некоторых примерах 

часть вирусного генома клонировали в плазмиду, трансформировали в клетку-хозяина и изолировали 

перед конструированием in vitro. В некоторых примерах вирусную нуклеиновую кислоту синтезируют de 

novo. Синтез de novo может включать синтез олигонуклеотидов и сбор их in vitro или in vivo с использо-
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ванием стандартных методов, известных в данной области техники. В некоторых примерах вирусную 

нуклеиновую кислоту амплифицируют перед расщеплением, таким как, например, с ПЦР-

амплификацией. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает набор для конструирования вирусной по-

следовательности, включающий: (а) выделенную нетермостабильную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не об-

ладает 3'-экзонуклеазной активностью; (b) краудинг-агент; (с) выделенную термостабильную непересе-

кающаяся ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью или смесь указанной ДНК-полимеразы со 

второй ДНК-полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (d) выделенную термо-

стабильную лигазу; (е) смесь дНТФ; (f) подходящий буфер; и (g) очищенную рекомбинантную РНК-

направляемую нуклеазу. В некоторых примерах РНК-направляемая нуклеаза представляет собой Cas9 

или фермент, полученный из Cas9. В некоторых примерах набор дополнительно содержит специально 

разработанные нацеливающие РНК. В некоторых примерах нацеливающие РНК представляют собой хи-

мерные гРНК или сrРНК и tracrPHK. В некоторых примерах набор дополнительно содержит специально 

разработанные синтезированные молекулы нуклеиновой кислоты, предназначенные для использования в 

качестве вставленного фрагмента ДНК в реакции сборки. В некоторых примерах набор дополнительно 

содержит компетентные клетки-хозяева. В некоторых примерах набор дополнительно содержит выде-

ленные вирусные нуклеиновые кислоты. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает систему для конструирования in vitro ви-

русной нуклеиновой кислоты, содержащей выделенную вирусную нуклеиновую кислоту, рекомбинант-

ную РНК-направляемую нуклеазу, по меньшей мере одну нацеливающую РНК и фрагмент ДНК или 

РНК, которые будут собраны в выделенную вирусную нуклеиновую кислоту в сайте расщепления. В не-

которых примерах выделенная вирусная нуклеиновая кислота представляет собой полный геном, выде-

ленный из вирусных частиц. В некоторых примерах выделенная вирусная нуклеиновая кислота пред-

ставляет собой часть вирусного генома, который субклонируется в плазмиду и выделяется из клетки-

хозяина. В некоторых примерах РНК-направляемая нуклеаза представляет собой Cas9 или фермент, по-

лученный из Cas9. В некоторых примерах нацеливающая РНК представляет собой сrРНК и tracrPHK. В 

некоторых примерах нацеливающая РНК представляет собой химерную гидовую РНК (гРНК). В некото-

рых примерах существует две нацеливающие РНК или гРНК. В некоторых примерах имеется два набора 

сrРНК и tracrPHK. 

В некоторых аспектах изобретение обеспечивает систему сконструированной вирусной нуклеино-

вой кислоты in vitro, содержащую выделенную вирусную нуклеиновую кислоту, рекомбинантную РНК-

направляемую нуклеазу, по меньшей мере одну нацеливающую РНК и фрагмент нуклеиновой кислоты, 

который должен быть вставлен в сайт расщепления выделенной нуклеиновой кислоты. В некоторых 

примерах система такова, что рекомбинантная РНК-направляемая нуклеаза и по меньшей мере одна на-

целивающая РНК образуют комплекс, способный расщеплять выделенную вирусную нуклеиновую ки-

слоту. В некоторых примерах система дополнительно содержит спермидин. В некоторых примерах сис-

тема дополнительно содержит выделенную нетермостабильную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 

3'-экзонуклеазной активностью; краудинг-агент; выделенную термостабильную невытесняющую ДНК-

полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью или смесью указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-

полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; выделенную термостабильную лига-

зу; смесь дНТФ; и подходящий буфер, в котором система находится в условиях, эффективных для встав-

ки фрагмента нуклеиновой кислоты в выделенную вирусную нуклеиновую кислоту в месте расщепления 

РНК-направлямой нуклеазы с образованием рекомбинантной вирусной нуклеиновой кислоты. 

В некоторых аспектах система, описанная в настоящем документе, такова, что рекомбинантная ви-

русная нуклеиновая кислота способна продуцировать не встречающиеся в природе вирусные частицы по 

меньшей мере с одним улучшенным вирусным свойством по сравнению с эталонной и/или несконструи-

рованной вирусной нуклеиновой кислотой. В некоторых примерах улучшенное вирусное свойство выби-

рают из группы, состоящей из круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикрепления, 

инъекции, репликации и сборки, лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунного надзора, им-

мунной стимуляции, иммунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фагам, 

антибиотикочувстительности бактерий, модуляции факторов вирулентности и направленного расщепле-

ния или редактирования генома хозяина. 

В некоторых аспектах в системе, описанной в настоящем документе, РНК-направляемая нуклеаза 

представляет собой Cas9 или фермент, полученный из Cas9. В некоторых примерах РНК-направляемую 

нуклеазу инактивируют или удаляют после расщепления. 

Способ, описанный в настоящем документе, может быть использован в нескольких других вирус-

ных геномах и вирусных векторных конструкциях, используемых для модификации геномов РНК путем 

прямого редактирования генома РНК или ДНК-матрицы, который затем будет транскрибироваться in 

vitro в вирусную РНК, используемую для конструирования и непосредственного изменения вирусов как 

прокариотов, так и эукариотов, и используется для непосредственной модификации вирусных геномов, 

используемых для отображения фагов, фаговой терапии, вирусной диагностики или разработки/произ-

водства вакцин. 
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В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает рекомбинантную вирусную нуклеиновую 

кислоту, вырабатываемую любым из способов, описанных в настоящем документе. В некоторых приме-

рах рекомбинантная вирусная нуклеиновая кислота способна продуцировать не встречающиеся в приро-

де вирусные частицы по меньшей мере с одним улучшенным вирусным свойством по сравнению с не-

сконструированной вирусной нуклеиновой кислотой. В некоторых примерах улучшенное вирусное свой-

ство выбрано из группы, состоящей из круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикреп-

ления, инъекции, репликации и сборки, лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунного надзо-

ра, иммунной стимуляции, иммунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фа-

гам, антибиотикочувстительности бактерий, модуляции факторов вирулентности и направленного рас-

щепления или редактирования генома хозяина. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает сконструированную вирусную компози-

цию, содержащую рекомбинантную нуклеиновую кислоту, способную продуцировать не встречающиеся 

в природе вирусные частицы по меньшей мере с одним улучшенным вирусным свойством по сравнению 

с несконструированной вирусной нуклеиновой кислотой. В некоторых примерах улучшенное вирусное 

свойство выбирают из группы, состоящей из круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, 

прикрепления, инъекции, репликации и сборки, лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунно-

го надзора, иммунной стимуляции, иммунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бакте-

рий к фагам, антибиотикочувстительности бактерий, модуляции факторов вирулентности и направлен-

ного расщепления или редактирования генома хозяина. В некоторых примерах сконструированную ви-

русную нуклеиновую кислоту в соответствии с настоящим изобретением получают любым из этапов, 

описанных в настоящем документе, способов. 

Данный способ может быть использован для изменения нуклеотида, гена или цельной геномной об-

ласти. Например, как описано в приведенных ниже примерах, данный способ, как было показано, заме-

няет ген gp18 LKD16 на LUZ19, что приводит к улучшению чувствительности к кругу вирусных хозяев. 

Кроме того, данный способ может быть использован для вставки единственной мутации в комплекс тру-

бок вируса для улучшения репликации вируса. Данный способ также может быть использован для конст-

руирования антимикробных пептидов; пиоцинов; ЭПС-деполимераз; белков, ингибирующих 

CRISPR/Cas; хвостовых волокон из бактериофага; репортерных генов (т.е. Lux, GFP); генов для подавле-

ния кворума; нуклеаз; нуклеаз TALEN; белков системы CRISPR типа I, типа II, типа III, типа IV, типа V и 

типа VI (т.е. Cas9); CRISPR РНК, факторов транскрипции и иммуномодулирующих факторов человека в 

бактериофаге для улучшения активности бактериофага в бактериофаговой терапии или связанных с ним 

применениях. Данные элементы могут быть функционально связаны с нативными или гетерологичными 

регуляторными элементами, такими как нативный промотор, гетерологичный промотор, индуцируемый 

промотор или любой их комбинацией. 

В некоторых вариантах реализации настоящее изобретение относится к сконструированному виру-

су, содержащему сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту, способную при введении в клет-

ку-хозяина продуцировать вирусные частицы, не встречающиеся в природе, с двумя или более улучшен-

ными вирусными свойствами по сравнению с несконструированной вирусной нуклеиновой кислотой. В 

некоторых аспектах полученные вирусные частицы имеют по меньшей мере три улучшенных вирусных 

свойства. В некоторых аспектах каждое улучшенное вирусное свойство выбрано из группы, состоящей 

из круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации и сбор-

ки, лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунного надзора, иммунной стимуляции, иммунной 

дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фагам, антибиотиокочувстительности 

бактерий, модуляции факторов вирулентности и направленного расщепления или редактирования генома 

хозяина. 

В некоторых вариантах реализации настоящее изобретение относится к сконструированному виру-

су, содержащему сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту. В некоторых аспектах сконст-

руированная вирусная нуклеиновая кислота представляет собой сконструированный вирусный геном. В 

некоторых аспектах сконструированный вирусный геном представляет собой сконструированный геном 

бактериофага. В некоторых аспектах у сконструированного бактериофага по меньшей мере одним из 

улучшенных вирусных свойств является круг хозяев. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает сконструированный вирус с 

двумя или более улучшенными вирусными свойствами, который содержит сконструированную вирус-

ную нуклеиновую кислоту. В некоторых аспектах каждое улучшенное вирусное свойство является ре-

зультатом по меньшей мере одной модификации в сконструированной вирусной нуклеиновой кислоте. В 

некоторых аспектах по меньшей мере одно улучшенное вирусное свойство является результатом по 

меньшей мере двух модификаций в сконструированной вирусной нуклеиновой кислоте. В некоторых 

аспектах модификации, содержащиеся в сконструированной вирусной нуклеиновой кислоте, являются 

результатом одного этапа конструирования. В некоторых аспектах модификации, содержащиеся в скон-

струированной вирусной нуклеиновой кислоте, являются результатом неоднократно повторяемых этапов 

конструирования. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает сконструированный вирус с 
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двумя или более улучшенными вирусными свойствами, который содержит сконструированную вирус-

ную нуклеиновую кислоту. 

В некоторых аспектах по меньшей мере одна из модификаций находится в последовательности 

нуклеиновой кислоты, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по 

меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей 

мере 90%, по меньшей мере 95%, 100% или полную идентичность с последовательностью, содержащейся 

в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 50 или SEQ ID NO: 25. 

В некоторых аспектах по меньшей мере одна из модификаций находится в последовательности 

нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 

50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по 

меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или пол-

ную идентичность с SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 48 или 

SEQ ID NO: 49. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит все или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 

70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по 

меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконструи-

рованный вирусный геном дополнительно содержит весь или часть гетерологичного гена gp18. В неко-

торых аспектах гетерологичный ген gp18 имеет по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по мень-

шей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 

85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 26. В 

некоторых аспектах гетерологичный ген gp18 кодирует аминокислотную последовательность с по мень-

шей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 

75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% 

или полной идентичностью с SEQ ID NO: 38. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 

70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по 

меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконструи-

рованный вирусный геном дополнительно содержит весь или часть сконструированного гена gp34. В 

некоторых аспектах сконструированный ген gp34 кодирует аминокислотную последовательность, со-

держащую мутацию в положении, соответствующем положению 55 аминокислоты SEQ ID NO: 5. В не-

которых аспектах гетерологичный ген gp34 имеет по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по 

меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей 

мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 4. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 

70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по 

меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконструи-

рованный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в одной или более последовательно-

стях, имеющих по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 

70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по 

меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с последовательностью, выбранной из группы, со-

стоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 и SEQ ID NO: 50. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном дополнительно содержит модификацию 

в каждой последовательности, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 

65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по 

меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 1, последова-

тельности, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей 

мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, 

по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 2, последовательности, имеющей по 

меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей 

мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 

100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 3 и последовательности, имеющую по меньшей мере 50%, 

по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную иден-

тичность с SEQ ID NO: 50. В некоторых аспектах модификации включают замену G на А в положении, 

соответствующем положению 50 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 1, замену G на Т в положении, соот-

ветствующем положению 160 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 50, замену А на G в положении, соот-

ветствующем положению 245 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 2, замену AT на ТС в положениях, со-

ответствующим положениям нуклеиновой кислоты 247-248 SEQ ID NO: 2 и замену А на G в положении, 

соответствующем положению 757 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 3. 
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В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 

70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по 

меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконструи-

рованный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в одной или более последовательно-

стях нуклеиновой кислоты, кодирующих аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей 

мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, 

по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или 

полную идентичность с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 34, SEQ 

ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 и SEQ ID NO: 48. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит модификацию последова-

тельности нуклеиновой кислоты, кодирующей каждую из аминокислотной последовательности, имею-

щей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по 

меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 34, аминокислотной последовательности, имею-

щей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по 

меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 35, аминокислотной последовательности, имею-

щей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по 

меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 36, и аминокислотной последовательности, име-

ющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по 

меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 48. В некоторых аспектах модификации включа-

ют замену С на Y в положении, соответствующем аминокислотному положению 17 SEQ ID NO: 34, за-

мену D на Y в положении, соответствующем аминокислотному положению 36 SEQ ID NO: 48, замену D 

на G в положении, соответствующем аминокислотной позиции 82 SEQ ID NO: 35, замену I на S в поло-

жении, соответствующем аминокислотному положению 83 SEQ ID NO: 35 и замену N на D в положении, 

соответствующем аминокислотному положению 253 SEQ ID NO: 36. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 

70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по 

меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконструи-

рованный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в последовательности, имеющей по 

меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей 

мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 

100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 25. В некоторых аспектах модификация представляет со-

бой введение молекулы гетерологичной нуклеиновой кислоты в последовательность, имеющую по 

меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей 

мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 

100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 25 или замену последовательности, содержащейся в по-

следовательности, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по 

меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей 

мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 25 с гетерологичной мо-

лекулой нуклеиновой кислоты. В некоторых аспектах гетерологичная молекула нуклеиновой кислоты 

содержит гетерологичную последовательность нуклеиновой кислоты, имеющую по меньшей мере 50%, 

по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную иден-

тичность с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 12, 

SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 и SEQ ID 

NO: 20. 

В некоторых аспектах сконструированный вирусный геном содержит весь или часть вирусного ге-

нома, имеющего по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 

70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по 

меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с геномом LUZ19. В некоторых аспектах сконструи-

рованный вирусный геном дополнительно содержит модификацию в последовательности нуклеиновой 

кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по мень-

шей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 

80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность 

с SEQ ID NO: 49. В некоторых аспектах модификация представляет собой введение гетероличной моле-

кулы нуклеиновой кислоты в последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную 

последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по 
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меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей 

мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 49 или замену последова-

тельности нуклеиновой кислоты, содержащейся в последовательности нуклеиновой кислоты, кодирую-

щей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по 

меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей 

мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 49 

с гетерологичной молекулой нуклеиновой кислоты. В некоторых аспектах гетерологичная молекула нук-

леиновой кислоты содержит гетерологичную последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую 

аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по мень-

шей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 

85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с последовательно-

стью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 

ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 и SEQ ID NO: 47. 

В некоторых аспектах сконструированная вирусная нуклеиновая кислота содержит гетерологичную 

последовательность нуклеиновой кислоты, функционально связанную с промотором, содержащим по-

следовательность нуклеиновой кислоты, содержащуюся в SEQ ID NO: 21 или ее часть. 

В некоторых аспектах сконструированная вирусная нуклеиновая кислота содержит гетерологичную 

последовательность нуклеиновой кислоты, функционально связанную с терминатором, содержащим по-

следовательность нуклеиновой кислоты, содержащуюся в SEQ ID NO: 22, или ее часть. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более необходимыми вирус-

ными свойствами, включающий: (а) обеспечение первого вирусного генома; и (b) конструирование вто-

рого вирусного генома путем объединения по меньшей мере одного фрагмента первого вирусного гено-

ма с по меньшей мере одной молекулой восстанавливающей нуклеиновой кислоты, так что полученный 

второй вирусный геном содержит по меньшей мере одну модификацию по сравнению с первым вирус-

ным геномом и при этом при введении в клетку-хозяина второй вирусный геном способен продуциро-

вать вирусные частицы с двумя или более улучшенными вирусными свойствами. В некоторых аспектах 

способ, описанный в настоящем документе, дополнительно включает (с) повторение этапов (а)-(b) в од-

ном или более циклах. В некоторых аспектах каждое улучшенное вирусное свойство выбрано из группы, 

состоящей из круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, реплика-

ции и сборки, лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунного надзора, иммунной стимуляции, 

иммунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фагам, антибиотиокочувстви-

тельности бактерий, модуляции факторов вирулентности и направленного расщепления или редактиро-

вания генома хозяина. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более необходимыми вирус-

ными свойствами, описанными в настоящем документе. В некоторых аспектах конструирование второго 

вирусного генома на стадии (b) дополнительно включает: (1) расщепление in vitro области первого ви-

русного генома с использованием эндонуклеазы; и (2) сборку по меньшей мере одного фрагмента расще-

пленного первого вирусного генома по меньшей мере с одной молекулой восстанавливающей нуклеино-

вой кислоты. В некоторых аспектах первый вирусный геном выделяется из вирусных частиц. В некото-

рых аспектах первый вирусный геном или по меньшей мере одну восстанавливающую молекулу нуклеи-

новой кислоты синтезируют de novo. В некоторых аспектах синтез de novo включает объединение хими-

чески синтезированных молекул нуклеиновой кислоты, последовательностей нуклеиновой кислоты с 

амплифицированной ПЦР, расщепленных фрагментов выделенных молекул нуклеиновой кислоты или 

любой их комбинации. В некоторых аспектах первый вирусный геном или по меньшей мере одну вос-

станавливающую молекулу нуклеиновой кислоты амплифицируют перед расщеплением in vitro. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более желательными вирус-

ными свойствами, описанными в настоящем документе. В некоторых аспектах первый вирусный геном 

составляет по меньшей мере 18 т.п.н. В некоторых аспектах первый вирусный геном составляет от по 

меньшей мере 2 т.п.н. до по меньшей мере 4 млн п.н. В некоторых аспектах первый вирусный геном со-

ставляет от по меньшей мере 18 т.п.н. до по меньшей мере 4 млн п.н. В некоторых аспектах первый ви-

русный геном составляет по меньшей мере 5 т.п.н., по меньшей мере 10 т.п.н., по меньшей мере 15 т.п.н., 

по меньшей мере 18 т.п.н., по меньшей мере 20 т.п.н., по меньшей мере 25 т.п.н., по меньшей мере 30 

т.п.н., по меньшей мере 35 т.п.н., по меньшей мере 40 т.п.н., по меньшей мере 45 т.п.н., по меньшей мере 

50 т.п.н., по меньшей мере 55 т.п.н., по меньшей мере 60 т.п.н., по меньшей мере 65 т.п.н., по меньшей 

мере 70 т.п.н., по меньшей мере 75 т.п.н., по меньшей мере 80 т.п.н., по меньшей мере 85 т.п.н., по мень-

шей мере 90 т.п.н., по меньшей мере 100 т.п.н., по по меньшей мере 125 т.п.н., по меньшей мере 150 

т.п.н., по меньшей мере 175 т.п.н., по меньшей мере 200 т.п.н., по меньшей мере 250 т.п.н., по меньшей 

мере 300 т.п.н., по меньшей мере 400 т.п.н., по меньшей мере 500 т.п.н., по меньшей мере 600 т.п.н., по 

меньшей мере 700 т.п.н., по меньшей мере 800 т.п.н., по меньшей мере 900 т.п.н., по меньшей мере 1 млн 
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п.н., по меньшей мере 1,5 млн п.н., по меньшей мере 2 млн п.н., по меньшей мере 2,5 млн п.н., по мень-

шей мере 3 млн п.н. или по меньшей мере 3,5 млн п.н. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более желательными вирус-

ными свойствами, описанными в настоящем документе. В некоторых аспектах сборку выполняют in vitro 

или in vivo. В некоторых аспектах сборку выполняют in vitro при помощи смеси, содержащей: (а) выде-

ленную нетермостабильную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (b) 

краудинг-агент; (с) выделенную термостабильную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-

экзонуклеазной активностью или смесь указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-полимеразой, кото-

рая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (d) выделенную термостабильную лигазу; (е) смесь 

дНТФ; и (f) подходящий буфер в условиях, эффективных для вставки фрагмента в расщепленную вирус-

ную нуклеиновую кислоту с образованием рекомбинантной нуклеиновой кислоты, содержащей сконст-

руированный вирусный геном. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более желательными вирус-

ными свойствами, описанными в настоящем документе. В некоторых аспектах сборку выполняют in vitro 

или in vivo. В некоторых аспектах сборку выполняют in vivo в клетке-хозяина. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более желательными вирус-

ными свойствами, описанными в настоящем документе. В некоторых аспектах эндонуклеаза представля-

ет собой РНК-направляемую нуклеазу. В некоторых аспектах способ дополнительно включает одну или 

две направляющие РНК. В некоторых аспектах РНК-направляемая нуклеаза представляет собой Cas9 или 

фермент, полученный из Cas9. В некоторых аспектах направляющие РНК включают: 1) химерную гРНК 

или; 2) сrРНК и tracrPHK. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более желательными вирус-

ными свойствами, описанными в настоящем документе. В некоторых аспектах эндонуклеазу инактиви-

руют нагреванием или удаляют. В некоторых аспектах система расщепления in vitro дополнительно со-

держит спермидин. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает способ получения сконст-

руированного вируса, представляющего интерес, обладающего двумя или более желательными вирус-

ными свойствами, описанными в настоящем документе. В некоторых аспектах способ дополнительно 

включает трансформацию сконструированного вирусного генома в клетку-хозяина. В некоторых аспек-

тах способ дополнительно включает использование упаковочного набора in vitro для упаковки сконст-

руированного вирусного генома в вирусные частицы. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает сконструированный вирус, 

полученный любым из способов, описанных в настоящем документе. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает композиции любого из 

сконструированных вирусов, описанных в настоящем документе, получаемых любым из способов конст-

руирования, описанных в настоящем документе. 

В некоторых вариантах реализации настоящее раскрытие обеспечивает набор для конструирования 

молекул вирусной нуклеиновой кислоты, включающий очищенную рекомбинантную РНК-направляемую 

нуклеазу; выделенную нетермостабильную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной 

активностью; краудинг-агент; выделенную термостабильную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-

экзонуклеазной активностью или смесь указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-полимеразой, кото-

рая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; выделенную термостабильную лигазу; смесь дНТФ; и 

подходящий буфер. В некоторых аспектах набор дополнительно содержит специально разработанные 

гидовые РНК. В некоторых аспектах набор дополнительно содержит специально разработанные синте-

зированные молекулы нуклеиновой кислоты, предназначенные для использования в качестве вставлен-

ного фрагмента ДНК в реакции сборки. В некоторых аспектах набор дополнительно содержит компе-

тентные клетки-хозяева для трансформации. В некоторых аспектах набор дополнительно содержит вы-

деленные вирусные геномные нуклеиновые кислоты. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает систему сконструированной вирусной 

нуклеиновой кислоты in vitro, содержащую выделенную вирусную нуклеиновую кислоту, нуклеазу, ре-

комбинантную РНК-направляемую нуклеазу, по меньшей мере одну нацеливающую РНК и фрагмент 

нуклеиновой кислоты, который должен быть вставлен в сайт расщепления выделенной нуклеиновой ки-

слоты. В некоторых примерах система такова, что рекомбинантная РНК-направляемая нуклеаза и по 

меньшей мере одна нацеливающая РНК образуют комплекс, способный расщеплять выделенную вирус-

ную нуклеиновую кислоту. В некоторых примерах система дополнительно содержит спермидин. В неко-

торых примерах система дополнительно содержит выделенную нетермостабильную 5'-3'-экзонуклеазу, 

которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; краудинг-агент; выделенную термостабильную не-

вытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью или смесью указанной ДНК-полиме-
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разы со второй ДНК-полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; выделенную 

термостабильную лигазу; смесь дНТФ; и подходящий буфер, в котором система находится в условиях, 

эффективных для вставки фрагмента нуклеиновой кислоты в выделенную вирусную нуклеиновую ки-

слоту в месте расщепления РНК-направлямой нуклеазы с образованием рекомбинантной вирусной нук-

леиновой кислоты. 

В некоторых аспектах система, описанная в настоящем документе, такова, что рекомбинантная ви-

русная нуклеиновая кислота способна продуцировать вирусные частицы, не встречающиеся в природе, 

по меньшей мере с одним улучшенным вирусным свойством по сравнению с несконструированной ви-

русной нуклеиновой кислотой. В некоторых примерах улучшенное вирусное свойство выбирают из 

группы, состоящей из круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, 

репликации и сборки, лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунного надзора, иммунной 

стимуляции, иммунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фагам, антибиоти-

кочувствительности бактерий, модуляции факторов вирулентности и направленного расщепления или 

редактирования генома хозяина. 

В некоторых аспектах в системе, описанной в данном документе, РНК-направляемая нуклеаза 

представляет собой Cas9 или фермент, полученный из Cas9. В некоторых примерах РНК-направляемую 

нуклеазу инактивируют или удаляют после расщепления. 

В некоторых аспектах способ, описанный в настоящем документе, используют в качестве способа 

коррекции ошибок для коррекции последовательностей в выделенных нуклеиновых кислотах. Стандарт-

ные методы коррекции ошибок основаны на ПЦР, имеют две неотъемлемые проблемы: 1) ПЦР может 

вводить дополнительные нежелательные мутации в нуклеиновую кислоту; и 2) ПЦР в этом контексте 

имеет ограничение по размеру приблизительно 5 т.п.н. Поэтому стандартные методы коррекции ошибок 

на основе ПЦР не могут быть надежно выполнены на плазмидах размером более 5 т.п.н., либо в резуль-

тате мутаций, вызванных ПЦР, либо в случае невозможности усиления. Описанный в настоящем доку-

менте способ конструирования in vitro последовательности нуклеиновой кислоты обходит необходи-

мость ПЦР-амплификации, которая устраняет ограничение по размеру и исключает возможность воз-

никновения мутаций, вызванных ПЦР. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro последо-

вательности нуклеиновой кислоты, включающей выделение нуклеиновой кислоты; расщепление in vitro 

области нуклеиновой кислоты с использованием РНК-направляемой нуклеазы; и сборку рекомбинантной 

нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента ДНК или РНК в расщепленную нуклеиновую кислоту. В 

одном аспекте расщепление in vitro представляет собой ферментативное расщепление, основанное на 

РНК. В другом аспекте ферментативное расщепление проводят с использованием Cas9 или фермента, 

полученного из Cas9. В дополнительном аспекте расщепление дополнительно включает нацеливающие 

РНК. В другом аспекте система расщепления дополнительно содержит спермидин. В конкретном аспекте 

нацеливающие РНК представляют собой гРНК, сrРНК и/или tracrPHK. В дополнительном аспекте после 

расщепления РНК-направляемую нуклеазу инактивируют стандартными методами, таким как воздейст-

вием тепла, например, такими как по меньшей мере 80°C. Дополнительно или альтернативно, РНК-

направляемую нуклеазу удаляют стандартными способами, такими как, например, фенольно-хлоро-

формной экстракцией. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro последо-

вательности нуклеиновой кислоты, включающий выделение нуклеиновой кислоты; расщепления in vitro 

области нуклеиновой кислоты с использованием РНК-направляемой нуклеазы; и сборку рекомбинантной 

нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента ДНК или РНК в расщепленную нуклеиновую кислоту. В 

некоторых примерах сборку проводят in vitro в одном сосуде со смесью компонентов, включающих: (а) 

выделенную нетермостабильную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; 

(b) краудинг-агент; (с) выделенную термостабильную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-

экзонуклеазной активностью или смесью указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-полимеразой, ко-

торая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (d) выделенную термостабильную лигазу; (е) смесь 

дНТФ; и (f) подходящий буфер в условиях, эффективных для вставки фрагмента в расщепленную вирус-

ную нуклеиновую кислоту с образованием рекомбинантной нуклеиновой кислоты. В некоторых аспектах 

экзонуклеаза представляет собой экзонуклеазу Т5, и приведение в контакт происходит в изотермических 

условиях, и/или краудинг-агент представляет собой ПЭГ, и/или невытесняющая ДНК-полимераза пред-

ставляет собой ДНК-полимеразу Phusion или ДНК-полимеразу VENT и/или лигаза представляет со-

бой Taq-лигазу. В некоторых примерах сборку in vitro выполняют при помощи одноступенчатой или изо-

термической сборки методом Gibson Assembly. В некоторых примерах сборку in vitro выполняют при 

помощи двухступенчатой сборки методом Gibson Assembly. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro последо-

вательности нуклеиновой кислоты, содержащей РНК-направляемую нуклеазу. В некоторых примерах 

РНК-направляемая нуклеаза представляет собой Cas9 II типа. В некоторых примерах РНК-направляемая 

нуклеаза представляет собой Cas9 или фермент, полученный из Cas9. В некоторых примерах РНК-

направляемая нуклеаза представляет собой выделенный рекомбинантный фермент Cas9 или Cas9. В не-
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которых примерах существует по меньшей мере одна нацеливающая РНК. В некоторых примерах суще-

ствуют две нацеливающие РНК. В некоторых примерах нацеливающая РНК представляет собой химер-

ную гидовую РНК (гРНК) или набор сrРНК и tracrPHK. В некоторых примерах в реакции расщепления in 

vitro используют две гРНК. В некоторых примерах в реакции расщепления in vitro используют два набо-

ра сrРНК и tracrPHK. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro последо-

вательности нуклеиновой кислоты, включающий этап расщепления in vitro. В некоторых примерах после 

расщепления РНК-направляемую нуклеазу инактивируют стандартными методами, такими как воздейст-

вие теплом, таким как, например, по меньшей мере 80°. В некоторых примерах после расщепления РНК-

направляемую нуклеазу удаляют фенольно-хлороформной экстракцией. В некоторых примерах после 

расщепления РНК-направляемую нуклеазу удаляют другими способами экстракции, хорошо известными 

в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro последо-

вательности нуклеиновой кислоты, приводящей к образованию сконструированной нуклеиновой кисло-

ты. В некоторых примерах сконструированную нуклеиновую кислоту затем трансформируют в клетку-

хозяин. В некоторых примерах клетка-хозяин представляет собой Е.coli, Р.aeruginosa, S.cerevisiae, 

V.natriegens, В.subtilis или другой микроорганизм, хорошо известный в данной области техники. В неко-

торых примерах трансформацию выполняют путем теплового шока, электропорации, биолистики, бом-

бардировки частиц, конъюгации, трансдукции, липофекции или другого известного метода, хорошо из-

вестного в данной области техники. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro последо-

вательности нуклеиновой кислоты, содержащей выделенную нуклеиновую кислоту. В некоторых приме-

рах нуклеиновая кислота представляет собой полный геном, выделенный из клетки-хозяина. В некото-

рых примерах клетка-хозяин представляет собой Е.coli, S.cerevisiae, В.subtilis, V.natriegens, P.aeruginosa 

или другой известный микроорганизм. В некоторых примерах нуклеиновая кислота представляет собой 

плазмиду. В некоторых примерах плазмиду выделяют из клетки-хозяина. В некоторых примерах нуклеи-

новую кислоту, представляющую интерес, клонировали в плазмиду, трансформировали в клетку-хозяин 

и выделяли до конструирования по способу, описанному в настоящем документе. 

В некоторых аспектах настоящее раскрытие обеспечивает способ конструирования in vitro последо-

вательности нуклеиновой кислоты, включающей выделение нуклеиновой кислоты. В некоторых приме-

рах выделенная нуклеиновая кислота представляет собой геном или плазмиду. В некоторых примерах 

выделенный геном или плазмида составляет по меньшей мере 6 т.п.н., по меньшей мере 7 т.п.н., по 

меньшей мере 8 т.п.н., по меньшей мере 9 т.п.н., по меньшей мере 10 т.п.н., по меньшей мере 12 т.п.н., по 

меньшей мере 15 т.п.н., по меньшей мере 20 т.п.н., по меньшей мере 25 т.п.н. или по меньшей мере 28 

т.п.н. В некоторых примерах выделенный геном или плазмида составляет от 6 т.п.н. до 1 млн п.н. В неко-

торых примерах выделенный геном или плазмида составляет: от 6 до 10 т.п.н., от 8 до 15 т.п.н., от 12 до 

20 т.п.н., от 15 до 22 т.п.н., от 20 до 25 т.п.н., от 22 до 28 т.п.н., от 25 до 30 т.п.н., от 25 до 50 т.п.н. или от 

40 до 100 т.п.н. 

Дополнительно или, альтернативно, к любому из вышеописанных вариантов реализации раскрытие 

включает следующие варианты реализации изобретения. 

Вариант реализации изобретения 1 представляет собой сконструированный вирус, содержащий 

сконструированную вирусную нуклеиновую кислоту, способную при введении в клетку-хозяина проду-

цировать не встречающиеся в природе вирусные частицы с двумя или более, или, возможно, тремя или 

более улучшенными вирусными свойствами по сравнению с вирусными частицами, продуцируемыми 

при введении несконструированной вирусной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяина. 

Вариант реализации изобретения 2 представляет собой сконструированный вирус согласно вариан-

ту реализации изобретения 1, при этом каждое улучшенное вирусное свойство выбрано из группы, со-

стоящей из круга хозяев, вирусного литического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации 

и сборки, лизиса, величины выхода фага, ускользания от иммунного надзора, иммунной стимуляции, 

иммунной дезактивации, дисперсии биопленки, устойчивости бактерий к фагу, антибиотической сенси-

билизации бактерий, модуляции факторов вирулентности и направленного расщепления и редактирова-

ния генома хозяина. 

Вариант реализации изобретения 3 представляет собой сконструированный вирус согласно вариан-

ту реализации изобретения 1 или 2, причем вирусная нуклеиновая кислота представляет собой одну или 

более из следующих вирусных нуклеиновых кислот: вирусный геном, фрагмент вирусного генома, гено-

ма бактериофага, фрагмент генома бактериофага, геном литического бактериофага, фрагмент генома 

литического бактериофага или любую их комбинацию. 

Вариант реализации изобретения 4 представляет собой сконструированный вирус любого из вари-

антов реализации изобретения 1-3, причем сконструированная вирусная нуклеиновая кислота представ-

ляет собой геном бактериофага и необязательно при этом по меньшей мере одно из улучшенных вирус-

ных свойств представляет собой круг хозяев. 

Вариант реализации изобретения 5 представляет собой сконструированный вирус любого из вари-
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антов реализации изобретения 1-4, причем выполняется по меньшей мере одно из следующего: 1) каждое 

улучшенное вирусное свойство является результатом по меньшей мере одной модификации в сконструи-

рованной вирусной нуклеиновой кислоте; 2) по меньшей мере одно улучшенное вирусное свойство явля-

ется результатом по меньшей мере двух модификаций в сконструированной вирусной нуклеиновой ки-

слоте; 3) модификации, содержащиеся в вирусной нуклеиновой кислоте, являются результатом одного 

этапа конструирования, 4) модификации, содержащиеся в сконструированной вирусной нуклеиновой 

кислоте, являются результатом итерации этапов конструирования или 5) любой их комбинации. 

Вариант реализации изобретения 6 представляет собой сконструированный вирус любого из вари-

антов реализации изобретения 1-5, в котором по меньшей мере одна из модификаций находится внутри: 

1) последовательности нуклеиновой кислоты, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 

60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по 

меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с по-

следовательностью, содержащейся в SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID 

NO: 50 или SEQ ID NO: 25, или 

2) последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, 

имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, 

по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 

5, SEQ ID NO: 48 или SEQ ID NO: 49, или 

3) любой их комбинации. 

Вариант реализации изобретения 7 представляет собой сконструированный вирус согласно любому 

из вариантов реализации изобретения 1-6, причем сконструированная вирусная нуклеиновая кислота 

содержит сконструированный вирусный геном, содержащий весь или часть вирусного генома, имеющего 

по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей 

мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 

100% или полную идентичность с геномом LUZ19. 

Вариант реализации изобретения 8 представляет собой сконструированный вирус любого из вари-

антов реализации изобретения 1-7, причем сконструированный вирусный геном дополнительно содер-

жит по меньшей мере одно из следующего: 

1) весь или часть гетерологичного гена gp18 и, необязательно, в котором гетерологичный ген gp18 

имеет по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по 

меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 26; 

2) весь или часть гетерологичного гена gp18 и, необязательно, в котором гетерологичный ген gp18 

кодирует аминокислотную последовательность с по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по мень-

шей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 

85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полной идентичностью с SEQ ID NO: 38; 

3) весь или часть сконструированного гена gp34 и, необязательно, в котором гетерологичный ген 

gp34 кодирует аминокислотную последовательность, содержащую мутацию в положении, соответст-

вующем положению аминокислоты SEQ ID NO: 5, или необязательно, в котором гетерологичный ген 

gp34 имеет по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, 

по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 4; 

4) модификацию в одной или более последовательностях, имеющих по меньшей мере 50%, по 

меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную иден-

тичность с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ 

ID NO: 3 и SEQ ID NO: 50, 

и, необязательно, модификацию в каждой последовательности, имеющей по меньшей мере 50%, по 

меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную иден-

тичность с SEQ ID NO: 1, последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, 

по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей 

мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность SEQ ID NO: 2, 

последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по 

меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей 

мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 3, и последовательность, 

имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, 

по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 50, 

и, необязательно, в которой модификации включают замену G на А в положении, соответствующем 

положению 50 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 1, замену G на Т в положении, соответствующем по-
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ложению 160 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 50, замену А на G в положении, соответствующем по-

ложению 245 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 2, замену AT на ТС в положениях, соответствующих 

положениям нуклеиновой кислоты 247-248 SEQ ID NO: 2 и замену А на G в положении, соответствую-

щем положению 757 нуклеиновой кислоты SEQ ID NO: 3; 

5) модификацию в одной или более последовательностях нуклеиновой кислоты, кодирующих ами-

нокислотную последовательность, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей 

мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, 

по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность последовательности, вы-

бранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36 и SEQ ID NO: 48, 

и, необязательно, модификацию последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей каждую 

из аминокислотной последовательности, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по 

меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей 

мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 34, 

аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по мень-

шей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 

85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 35, ами-

нокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей 

мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, 

по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 36 и амино-

кислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей 

мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, 

по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 48, 

и, необязательно, в которой модификации включают замену С на Y в положении, соответствующем 

аминокислотному положению 17 SEQ ID NO: 34, замену D на Y в положении, соответствующем амино-

кислотному положению 36 SEQ ID NO: 48, D на G в положении, соответствующем аминокислотному 

положению 82 SEQ ID NO: 35, замену I на S в положении, соответствующем аминокислотному положе-

нию 83 SEQ ID NO: 35, и замену N на D в положении, соответствующем аминокислотному положению 2 

53 SEQ ID NO: 36; 

6) модификацию в последовательности, имеющей по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по 

меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей 

мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 25, 

и, необязательно, в которой модификация представляет собой введение гетерологичной молекулы 

нуклеиновой кислоты в последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по 

меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей 

мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 25 

или замену последовательности, содержащейся в последовательности, имеющей по меньшей мере 50%, 

по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей 

мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную иден-

тичность с SEQ ID NO: 25 с гетерологичной молекулой нуклеиновой кислоты, 

и, необязательно, в которой гетерологичная молекула нуклеиновой кислоты содержит последова-

тельность гетерологичной нуклеиновой кислоты, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 

60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по 

меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с по-

следовательностью, выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, 

SEQ ID NO: 14, SEQ ID NO: 16, SEQ ID NO: 17, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19 и SEQ ID NO: 20; 

7) модификацию в последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную по-

следовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по 

меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей 

мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 49 и, 

необязательно, в которой модификация представляет собой введение гетерологичной молекулы 

нуклеиновой кислоты в последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную по-

следовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по 

меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей 

мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 49 или заменой последо-

вательности нуклеиновой кислоты, содержащейся в последовательности нуклеиновой кислоты, коди-

рующей аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, 

по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, по меньшей мере 75%, по меньшей мере 85%, по меньшей 

мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей мере 95, 100% или полную идентичность с SEQ ID NO: 49 

с гетерологичной молекулой нуклеиновой кислоты, 

и, необязательно, в которой гетерологичная молекула нуклеиновой кислоты содержит гетерологич-

ную последовательность нуклеиновой кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность, 

имеющую по меньшей мере 50%, по меньшей мере 60%, по меньшей мере 65%, по меньшей мере 70%, 
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по меньшей мере 75%, по меньшей мере 80%, по меньшей мере 85%, по меньшей мере 90%, по меньшей 

мере 95, 100% или полную идентичность с последовательностью, выбранной из группы, состоящей из 

SEQ ID NO: 37, SEQ ID NO: 39, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, 

SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46 и SEQ ID NO: 47, 

8) любую их комбинацию. 

Вариант реализации изобретения 9 представляет собой сконструированный вирус по любому из ва-

риантов реализации изобретения 1-8, причем сконструированная вирусная нуклеиновая кислота содер-

жит гетерологичную последовательность нуклеиновой кислоты, функционально связанную с 1) промо-

тором, содержащим последовательность нуклеиновой кислоты, содержащуюся в SEQ ID NO: 21, или ее 

часть, 2) терминатором, содержащим последовательность нуклеиновой кислоты, содержащуюся в SEQ 

ID NO: 22, или ее часть, или 3) любую их комбинацию. 

Вариант реализации изобретения 10 представляет собой способ получения сконструированного ви-

руса, имеющего два или более желательных вирусных свойства, включающий: (а) обеспечение первого 

вирусного генома; и (b) создание сконструированного вирусного генома путем объединения по меньшей 

мере одного фрагмента первого вирусного генома с по меньшей мере одной молекулой восстанавливаю-

щей нуклеиновой кислоты для получения второго вирусного генома, содержащего по меньшей мере одну 

модификацию по сравнению с первым вирусным геномом; при этом второй вирусный геном, будучи 

введенным в клетку-хозяин, способен продуцировать вирусные частицы с двумя или более улучшенны-

ми вирусными свойствами и необязательно (с) повторять этапы (а)-(b) в одной или более итерациях. 

Вариант реализации изобретения 11 представляет собой вариант реализации изобретения 10, в ко-

тором каждое улучшенное вирусное свойство выбрано из группы, состоящей из круга хозяев, вирусного 

литического цикла, адсорбции, прикрепления, инъекции, репликации и сборки, лизиса, величины выхода 

фага, ускользания от иммунного надзора, иммунной стимуляции, иммунной дезактивации, дисперсии 

биопленки, устойчивости бактерий к фагу, антибиотической сенсибилизации бактерий, модуляции фак-

торов вирулентности и направленного расщепления или редактирования генома хозяина. 

Вариант реализации изобретения 12 представляет собой способ согласно варианту реализации изо-

бретения 10 или 11, в котором создание сконструированного вирусного генома на стадии (b) включает: 

(1) расщепление in vitro области первого вирусного генома с использованием эндонуклеазы; и (2) сборку 

по меньшей мере одного фрагмента расщепленного первого вирусного генома по меньшей мере с одной 

молекулой восстанавливающей нуклеиновой кислоты. 

Вариант реализации изобретения 13 представляет собой способ согласно любому из вариантов реа-

лизации изобретения 10-12, в котором выполняется по меньшей мере один из следующих элементов: 1) 

первый вирусный геном выделяют из вирусных частиц, 2) первую вирусную и/или по меньшей мере од-

ну восстанавливающую молекулу нуклеиновой кислоты синтезируют de novo и, необязательно, в кото-

ром синтез de novo включает объединение химически синтезированных молекул нуклеиновой кислоты, 

ПЦР-амплифицированных последовательностей нуклеиновых кислот, расщепленных фрагментов изоли-

рованных молекул нуклеиновой кислоты или любой их комбинации, 3) первый вирусный геном и/или по 

меньшей мере одну восстанавливающую молекулу нуклеиновой кислоты амплифицируют перед расще-

плением in vitro или 4) любую их комбинацию. 

Вариант реализации изобретения 14 представляет собой способ согласно любому из вариантов реа-

лизации изобретения 10-13, причем первый вирусный геном составляет по меньшей мере одно из сле-

дующего: 

1) по меньшей мере 3 т.п.н., по меньшей мере 10 т.п.н., по меньшей мере 18 т.п.н., по меньшей мере 

25 т.п.н. или по меньшей мере 30 т.п.н.; 

2) по меньшей мере 18 т.п.н.; 

3) от по меньшей мере 2 т.п.н. до по меньшей мере 4 млн п.н.; 

4) от по меньшей мере 18 т.п.н. до по меньшей мере 4 млн п.н.; или 

5) по меньшей мере 5 т.п.н., по меньшей мер, 10 т.п.н., по меньшей мере 15 т.п.н., по меньшей мере 

18 т.п.н., по меньшей мере 20 т.п.н., по меньшей мере 25 т.п.н., по меньшей мере 30 т.п.н., по меньшей 

мере 35 т.п.н., по меньшей мере 40 т.п.н., по меньшей мере 45 Kb, по меньшей мере 50 т.п.н., по меньшей 

мере 55 т.п.н., по меньшей мере 60 т.п.н., по меньшей мере 65 т.п.н., по меньшей мере 70 т.п.н., по мень-

шей мере 75 т.п.н., по меньшей мере 80 т.п.н., по меньшей мере 85 т.п.н., по меньшей мере 90 т.п.н., по 

меньшей мере 100 т.п.н., по меньшей мере 125 т.п.н., по меньшей мере 150 т.п.н., по меньшей мере 175 

т.п.н., по меньшей мере 200 т.п.н., по меньшей мере 250 т.п.н., по меньшей мере 300 т.п.н., по меньшей 

мере 400 т.п.н., по меньшей мере 500 т.п.н., по меньшей мере 600 т.п.н., по меньшей мере 700 т.п.н., по 

меньшей мере 800 т.п.н., по меньшей мере 900 т.п.н., по меньшей мере 1 млн п.н., по меньшей мере 1,5 

млн п.н., по меньшей мере 2 млн п.н., по меньшей мере 2,5 млн п.н., по меньшей мере 3 млн п.н. или по 

меньшей мере 3,5 млн п.н. 

Вариант реализации 15 представляет собой способ соглано любому из вариантов реализации изо-

бретения 10-14, в котором сборку выполняют in vitro и, необязательно, в котором сборку выполняют in 

vitro с помощью смеси, содержащей: (а) выделенную 5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-

экзонуклеазной активностью, которая необязательно не термостабильна; (b) необязательно краудинг-
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агент; (с) выделенную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью, которая, не-

обязательно, является термостабильной, или смесь указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-

полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (d) выделенную лигазу, которая, не-

обязательно, является термостабильной; (е) смесь дНТФ; и (f) необязательно подходящий буфер в усло-

виях, эффективных для вставки фрагмента в расщепленную вирусную нуклеиновую кислоту с образова-

нием рекомбинантной нуклеиновой кислоты, содержащей сконструированный вирусный геном. 

Вариант реализации изобретения 16 представляет собой способ согласно любому из вариантов реа-

лизации изобретения 10-14, в котором сборку выполняют in vivo и, необязательно, в которой сборку in 

vivo выполняют в клетке-хозяине. 

Вариант реализации изобретения 17 представляет собой способ согласно любому из вариантов реа-

лизации изобретения 10-16, в котором выполняется по меньшей мере один из следующих элементов: 1) 

эндонуклеаза представляет собой РНК-направляемую нуклеазу; 2) способ дополнительно включает по 

меньшей мере одну направляющую РНК; 3) РНК-направляемая нуклеаза представляет собой Cas9 или 

фермент, полученный из Cas9, и при этом по меньшей мере одна направляющая РНК содержит: (а) хи-

мерную гРНК; или (б) сrРНК и tracrPHK; 4) эндонуклеазу подвергают инактивации теплом или удалению 

перед сборкой; 5) система расщепления in vitro дополнительно содержит спермидин; 6) способ дополни-

тельно включает трансформацию сконструированного вирусного генома в клетку-хозяина; 7) способ до-

полнительно включает использование упаковочного набора in vitro для упаковки сконструированного 

вирусного генома в вирусные частицы; или 8) любую их комбинацию. 

Вариант реализации изобретения 18 представляет собой модифированный вирус, полученный спо-

собом согласно любому из вариантов реализации изобретения 10-17, и необязательно, в котором сконст-

руированный вирус представляет собой сконструированные вирусы согласно любому из вариантов реа-

лизации изобретения 1-9. 

Вариант реализации изобретения 19 представляет собой набор для сконструированных молекул 

нуклеиновых кислот, которые являются необязательно молекулами вирусной нуклеиновой кислоты, ко-

торые включают: (а) очищенную рекомбинантную РНК-направляемую нуклеазу; (b) выделенную 5'-3'-

экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью, которая необязательно нетермоста-

бильна; (с) выделенную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью, которая 

необязательно является термостабильной, или смесь указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-

полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (d) выделенную лигазу, которая не-

обязательно является термостабильной; и необязательно дополнительно включает любое из следующего: 

1) краудинг-агент, 2) смесь дНТФ, 3) подходящий буфер, 4) специально разработанные направляющие 

РНК, 5) специально разработанные синтезированные молекулы нуклеиновой кислоты, предназначенные 

для использования в качестве вставленного фрагмента ДНК в реакции сборки, 6) компетентные клетки-

хозяева для трансформации, 7) выделенную вирусную геномную нуклеиновую кислоту или 8) любую их 

комбинацию. 

Вариант реализации изобретения 20 представляет собой способ модификации последовательности 

нуклеиновой кислоты, включающий: (а) предоставление нуклеиновой кислоты; (b) расщепление in vitro 

области нуклеиновой кислоты с использованием РНК-направляемой нуклеазы; и (с) сборку рекомби-

нантной нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента ДНК в расщепленную нуклеиновую кислоту, 

причем сборку проводят in vitro в одном сосуде со смесью компонентов, включающих: (i) выделенную 

5'-3'-экзонуклеазу, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью, которая необязательно не термо-

стабильна; (ii) выделенную невытесняющую ДНК-полимеразу с 3'-экзонуклеазной активностью, которая 

необязательно является термостабильной, или смесь указанной ДНК-полимеразы со второй ДНК-

полимеразой, которая не обладает 3'-экзонуклеазной активностью; (iii) изолированную лигазу, которая 

необязательно является термостабильной; (iv) смесь дНТФ в условиях, которые являются эффективными 

для вставки фрагмента в расщепленную нуклеиновую кислоту с образованием рекомбинантной нуклеи-

новой кислоты и, необязательно, в которой сборка in vitro дополнительно содержит (v) краудинг-агент 

или (vi) подходящий буфер. 

Вариант реализации изобретения 21 представляет собой способ согласно варианту реализации изо-

бретения 20, в котором, по меньшей мере, выполняется один из следующих элементов: 1) РНК-

направляемая нуклеаза представляе собой Cas9 или фермент, полученный из Cas9; 2) РНК-направляемая 

нуклеаза подвергается инактивации теплом или удалению перед сборкой; 3) способ дополнительно 

включает трансформацию рекомбинантной нуклеиновой кислоты в клетку-хозяина; 4) нуклеиновая ки-

слота представляет собой плазмиду, выделенную из клетки-хозяина, и необязательно, при этом плазмида 

составляет по меньшей мере 6 т.п.н., по меньшей мере 10 т.п.н., по меньшей мере 15 т.п.н. или по мень-

шей мере 20 т.п.н. или 5) любую их комбинацию. 

Раскрытие во всех его аспектах проиллюстрировано дополнительно в следующих примерах. Однако 

примеры не ограничивают объем настоящего раскрытия, который определен прилагаемой формулой 

изобретения. Обсуждение общих способов, приведенных в настоящем документе, предназначено только 

для иллюстративных целей. Другие альтернативные способы и варианты реализации настоящего изобре-

тения будут очевидны специалистам в данной области техники после рассмотрения настоящего описания 
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и должны быть включены в сущность и сферу действия настоящей заявки. 

Примеры 

Пример I. 

Модификация вирусного генома in vitro. 

43 т.п.н. дцДНК вирусного генома (номер доступа NC_010326.1) было выделено из вирусных час-

тиц, например, с использованием набора для выделения ДНК фагов Norgen Biotek или любых других 

способов, известных специалистам в данной области техники (фиг. 2А). Сайт-специфическое расщепле-

ние выполняли с использованием РНК-направляемой нуклеазы Cas9 и транскрибируемых in vitro гРНК в 

двух независимых местах. Нерасщепленная геномная ДНК размером 43 т.п.н. мигрирует значительно 

меньше, чем самая большая маркерная полоса ДНК (10 т.п.н.). Расщепление линейного генома дает 

фрагменты трех размеров: ~ 39 т.п.н., ~ 4,3 т.п.н. и ~ 200 п.о. Нацеливающие гРНК использовали в из-

бытке и блокировали фрагмент в 200 п.о. (фиг. 2Б). Фрагмент gp7 из ΦKF77 был ПЦР-амплифицирован 

(фиг. 2В) с использованием праймеров, содержащих 5'-хвосты с гомологией 100 п.о. к областям, непо-

средственно расположенным в прямом и обратном направлении от сайтов расщепления LUZ19. Метод 

сборки Gibson Assembly был использован для бесшовной вставки ПЦР-амплифицированного фрагмента 

gp7 ΦKF77 (SEQ ID NO: 8) в расщепленный геном LUZ19 для замены нативной области gp7 (SEQ ID 

NO: 23) (фиг. 2Г). Наблюдали небольшой фон, так как Cas9-расщепление приводит к двухцепочечному 

разрыву ДНК с тупыми концами, который не имеет гомологии, необходимой для сборки методом Gibson 

Assembly in vitro. Отредактированные in vitro геномы трансформировали непосредственно в клетки-

хозяева, чтобы получить функциональные вирусные частицы (фиг. 2Д). Вставку фрагмента гена ΦKF77 в 

восстановленные вирусы проверяли с использованием ПЦР с праймерами, внутренними и внешними по 

отношению к области модификации. Неотредактированную геномную ДНК LUZ19 использовали как 

отрицательный контроль, тогда как все экспериментальные вирусы содержали новый фрагмент гена 

ΦKF7 7 (последние 7 полос). 

Эти данные представляют собой пример применения in vitro вирусной инженерии для редактирова-

ния генома литического фага P.aeruginosa. Сконструированный фаг, такой как LUZ19, не может быть 

получен стандартными методами из-за эффектов токсичности в гетерологичных бактериальных хозяевах, 

таких как Е.coli, отсутствия селективных маркеров, подходящих для вирулентных вирусов, и отсутствия 

уникальных сайтов для стандартных ферментов рестрикции в геноме LUZ19. Поэтому эти данные де-

монстрируют, как описанный в настоящем документе, способ модификации in vitro позволяет осуществ-

лять прямое и быстрое конструирование других генетически несовместимых вирусных геномов. 

Для трансформаций в P.aeruginosa были получены химически компетентные клетки P.aeruginosa, 

как описано в Irani and Rowe (Irani V.R. & Rowe J.J. BioTechniques 1997, 22, 54-56). По существу, 3 мл 

стартовой культуры клеток P.Aeruginosa разбавляли в 400 мл свежей LB (среда Лурия-Бертани). Культу-

ру выращивали при 37°C при встряхивании (220 об/мин) до ОП600=0,6, если не указано иное. Клетки ох-

лаждали в течение 10 мин на льду, переносили в 500 мл колбу для центрифугирования и осаждали в цен-

трифуге с охлаждением (4°C) при 5000 g в течение 20 мин. Бактериальный осадок промывали 100 мл 

ледяного 150 ммоль/л MgCl2 перед разделением на две 50 мл конические пробирки и осаждали при 5000 

g в центрифуге с охлаждением (4°C). Клетки промывали еще один раз с использованием 30 мл 150 

ммоль/л MgCl2 перед центрифугированием и ресуспендировали в 15 мл холодного 150 ммоль/л MgCl2. 

Клеточную суспензию инкубировали на льду в течение 1 ч перед центрифугированием при 4°C и ресус-

пендировали в 4 мл охлажденного 150 ммоль/л MgCl2. Аликвоты в 200 мкл помещали в отдельные 1,5 мл 

микроцентрифужные пробирки и выдерживали на льду в течение 2 сут. Очищенную ДНК добавляли к 

каждой аликвоте клеток, кратковременно встряхивали и инкубировали на льду еще 1 ч. Клетки подвер-

гали тепловому шоку при 50°C в течение 3 мин и помещали непосредственно на лед в течение 5 мин до 

культивирования. Каждую трансформацию добавляли к 4 мл 50°C агара для верхнего слоя LB и помеща-

ли на предварительно нагретую чашку Петри с LB. Чашки Петри переворачивали и инкубировали при 

37°C, чтобы обеспечить образование бактерий. 

Пример II. 

Сконструированный вирус с расширенным кругом хозяев. 

Большая клиническая библиотека (282 штамма Р.aeruginosa) была подвергнута скринингу на пред-

мет чувствительности к фагам LUZ19 и LKD16 с использованием анализа бляшкообразования в двойном 

агаровом слое. Шестьдесят шесть штаммов были инфицированы хотя бы одним из двух вирусов, причем 

18 и 6 штаммов были инфицированы исключительно LUZ19 и LKD16 соответственно. Таким образом, 

LUZ19 был выбран в качестве шасси для тестирования генетических элементов LKD16, ответственных за 

расширение круга хозяев. Сравнительная геномика между двумя вирусами показала, что продукт гена 18 

LKD16 (gp18) имел отличную последовательность от гомолога gp18 LUZ19, указывая на то, что он мо-

жет отвечать за определение круга хозяев. Вирусный геном был выделен из вирусных частиц LUZ19, как 

описано выше. Сайтспецифическое расщепление проводили с использованием РНК-зависимой нуклеазы 

и транскрибируемых in vitro гРНК для экспрессии гена gp18 LUG19. Gp18 из LKD16 был амплифициро-

ван ПЦР с гомологичными концами LUZ19 для интеграции. Метод сборки Gibson Assembly использова-
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ли для бесшовной вставки ПЦР-амплифицированного gp18 LKD16 (SEQ ID NO: 7) в расщепленный ге-

ном LUZ19, чтобы заменить нативную последовательность gp18 (SEQ ID NO: 50). Сконструированные in 

vitro геномы трансформировали непосредственно в клетки-хозяева, чтобы получить функциональные 

вирусные частицы. Сконструированный вирус LUZ19, содержащий ген gp18 LKD16, смог заразить все 

штаммы, обычно инфицированные фагом LUZ19, а также 3 штамма, ранее инфицированные только 

LKD16, демонстрируя расширение круга хозяев (фиг. 3Б и 6Б). Это демонстрирует, что gp18 является 

генетическим элементом, ответственным за различающийся круг хозяев LKD16, и что сконструирован-

ный вирус LUZ19, несущий данный ген, лучше способен реплицировать в большем количестве штаммов 

хозяина. 

Эти данные демонстрируют реализацию способа конструирования in vitro, описанного в настоящем 

документе, в отношении генетически неприемлемого вирусного генома, который приводит к улучшению 

вирусного свойства расширенного круга хозяев. Способность рационально модифицировать бактериофаг 

с расширенным кругом хозяев является большой ценностью при разработке вирусов для уничтожения 

бактерий. 

Пример III. 

Сконструированный вирус с кругом хозяев рода вирусов LUZ19 и/или производное LUZ19 исполь-

зовали в качестве исходного материала для экспериментов по эволюции или коинфекции для определе-

ния целей для объединения круга хозяев рода вирусов ΦKMV в один репрезентативный вирус. Экспери-

менты по котрансформации или коинфекции выполняли либо в пермиссивном (РАО1K), либо в непер-

миссивном (устойчивом) хозяине (РА7410 или РА7649) (фиг. 4А). Как коинфекцию, так и котрансфор-

мацию выполняли в присутствии LKD16 или ΦKMV соответственно. Круг хозяев тестировали с приме-

нением анализа бляшкообразования в двойном агаровом слое на указанных бактериальных штаммах. 

После скрининга на расширенный круг хозяев в интересующем штамме усовершенствованный фаг пас-

сировали 3-5 раз альтернативно через пермиссивные и селективные штаммы (штамм, который инфици-

рован только LUZ19-РА7632). Усовершенствованный фаг амплифицировали в PAOIK, гДНК очищали и 

секвенировали. Сравнительную геномику между LUZ19 и усовершенствованным LUZ19, способным 

заражать штаммы, ранее чувствительные только к LKD16 или ΦKMV, использовали для определения 

точечной мутации, ответственной за расширение круга хозяев (фиг. 4Б). 

Большую клиническую библиотеку (282 штамма Р.aeruginosa) подвергали скринингу на предмет 

восприимчивости к роду вирусов ΦKMV с использованием анализа бляшкообразования в двойном ага-

ровом слое. Три фага (LUZ19, LKD16 и ΦKMV) отображали различающийся круг хозяев и были способ-

ны заразить 67 штаммов, при этом LUZ19 заразил большинство клинических штаммов (фиг. 4В). Шесть 

клинических штаммов (РА7245, РА7255, РА7427, РА7503, РА7686 и РА7410) восприимчивы только к 

LKD16, и один клинический штамм восприимчив только к ΦKMV (PA7649). Таким образом, LUZ19 был 

выбран в качестве шасси для экспериментов по эволюции/коинфекции/котрансформации для получения 

варианта, который способен инфицировать все клинические штаммы, чувствительные к роду ΦKMV. 

Сравнительной геномикой показано, что для того, чтобы LUZ19 заразил штаммы, восприимчивые только 

к LKD16 или ΦKMV, необходимо было указать несколько точечных мутаций: (i) gp13 C17Y (положение 

50 SEQ ID NO: 1) необходимо для инфицирования РА7427; (ii) gp18 D36Y (положение 106 SEQ ID NO: 

50) необходимо для инфицирования РА7245, РА7503 и РА7686; gp38 D82G и 183S (положение 245 и 247-

248 SEQ ID NO: 2 соответственно) позволяет инфицировать РА7410 и РА7649; (iv) gp40 N253D (положе-

ние 757 SEQ ID NO: 3) позволяет инфицировать РА7255 (фиг. 4Б). Итеративное конструирование выше-

упомянутых мутаций в шасси LUZ19 с использованием способа конструирования in vitro, описанного в 

настоящем документе, дало LUZ19 с широким кругом хозяев (ШКХ-LUZ19), способному заражать все 

клинические штаммы, восприимчивые к фактору рода ΦКМВ (фиг. 4В). 

Эти данные представляют собой пример использования способа конструирования in vitro, описан-

ного в настоящем документе, для объединения круга хозяев рода вируса в один вирусный геном путем 

первой идентификации генетических мутаций, ответственных за различия в круге хозяев после эволюци-

онных экспериментов, скрининга, секвенирования, сравнительной геномики, и любой их комбинации. 

Пример IV. 

Улучшенная вирусная репликация улучшает раннее разрушение биопленки. 

В другом примере вирусная эволюция и сравнительная геномика показали, что усовершенстован-

ный фаг LUZ19 с мутацией L55 в пределах хвостового трубчатого белка В (Gp34) реплицируется с 

большей скоростью из-за увеличенного выхода фага (фиг. 5Б). Чтобы подтвердить, что мутация Gp34 

L55∆ улучшила вирусные свойства, вирусный геном LUZ19 выделяли из вирусных частиц. Сайт-

специфическое расщепление выполняли с использованием РНК-зависимой нуклеазы и транскрибируе-

мых in vitro гРНК для удаления гена gp34 (SEQ ID NO: 4). Ген gp34 L55∆, который несет делецию кодона 

лейцина в аминокислотном положении 55 (Gp34 L55∆, положение 163-165 SEQ ID NO:4), ПЦР-

амплифицировали из усовершенствованного фага LUZ19. Метод сборки Gibson Assembly использовали 

для вставки ПЦР-амплифицированного гена gp34 L55∆ в расщепленный геном LUZ19. Трансформиро-

ванные in vitro геномы трансформировали непосредственно в клетки-хозяева, чтобы получить функцио-
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нальные вирусные частицы. 

Сконструированный вирус LUZ19, содержащий Gp34 L55∆, способен рассеять и лизировать бакте-

рии. Анализ бляшкообразования в двойном агаровом слое использовали для того, чтобы показать, что у 

фага LUZ19, несущего мутацию gp34 L55∆5 (фаг*), была большая область очистки (прозрачное пятно), 

чем LUZ19 дикого типа. Были сделаны снимки и области очистки измеряли в течение двух суток (фиг. 

5Б). Расширяющийся диаметр лизиса указывает на то, что вирусы, несущие мутации Gp34 L55∆, лучше 

способны рассеивать и лизировать бактерии. Анализом биопленки с окрашиванием кристаллическим 

фиолетовым измеряют накопление биопленки в виде измерения включения кристаллического фиолето-

вого (фиг. 5В). Образцы, обработанные вирусами, содержащими мутации gp34 L55∆, имели значитель-

ное уменьшение биопленки по сравнению с вирусами с геном gp34 дикого типа. На иллюстрации пока-

зано расположение мутации gp34 (звездочка) по сравнению с геномом LUZ19 дикого типа (фиг. 5Г). 

Стандартные анализы, известные в данной области техники, должны были измерять адсорбцию вируса, 

латентный период и величину выхода фага как у дикого типа, так и мутантов gp34 L55∆. Эти данные 

указывают на то, что вирусы, содержащие мутацию gp34 L55∆, имели значительно увеличенный выход 

фага (фиг. 5Д). 

Эти данные обеспечивают пример использования способа конструирования in vitro, описанного в 

настоящем документе, для создания вируса с улучшенными вирусными свойствами повышенного бакте-

риального лизиса, выхода фага, репликации и раннего разрушения биопленки. 

Пример V. 

Вирус, полученный путем итеративного конструирования, с ранним разрушением биопленки и 

расширенным кругом хозяев. 

Расширенный круг хозяев LUZ19LKD16gp18 рекомбинантного вирусного генома, созданный в примере 

II, был выделен из вирусных частиц. Для удаления gp34 (SEQ ID NO: 4) с использованием РНК-

зависимой нуклеазы и транскрибируемых in vitro гРНК выполняли сайтспецифическое расщепление. 

Мутацию gp34 ∆Leu55, повышающую литическую активность, (положение 163-165 SEQ ID NO: 4), опи-

санную в примере IV, затем ПЦР-амплифицировали и собирали в расщепленный вирусный геном 

LUZ19LKD16gp18 с применением метода сборки Gibson Assembly. Геномы, полученные путем итеративного 

конструирования in vitro, трансформировали непосредственно в клетки-хозяева для получения функцио-

нальных вирусных частиц, т.е. сконструированный вирус LUZ19, содержащий как ген gp18 LKD16, так и 

мутацию gp34 ∆Leu55 (LUZ19*LKD16gp18). 

Вирус LUZ19*LKD16gp18 анализировали на улучшенные вирусные свойства, используя анализы бляш-

кообразования в двойном агаровом слое, биопленки и анализы на прикрепление кератиноцитов человека 

in vitro. На фиг. 6Г показано, что у LUZ19*LKD16gp18 увеличен круг хозяев. LUZ19*LKD16gp18 по сравнению с 

нативным LUZ19 для способности разрушать предварительно сформированные МЛР биопленки 

P.aeruginosa. В частности, LUZ19*LKD16gp18 и LUZ19 дикого типа инкубировали с биопленкой 

P.aeruginosa, и разрушение измеряли с использованием кристаллического фиолетового. На фиг. 6Д пока-

зано, что LUZ19*LKD16gp18 обладает повышенной способностью разрушать предварительно сформирован-

ные МЛР биопленки P.aeruginosa по сравнению с LUZ19 дикого типа. Вирус LUZ19*LKD16gp18 анализиро-

вали на эффективность фаговой терапии против бактерий, прикрепленных к кератиноцитам человека. В 

частности, P.aeruginosa прикрепляли к монослою клеток НаСаТ. Затем клетки инкубировали с 

LUZ19*LKD16gp18 или LUZ19 дикого типа. Результаты показали, что фаг LUZ19*LKD16gp18 лучше способен 

устранять множественную лекарственную устойчивость (IVIDR) Клетки P.aeruginosa прикрепляли к ке-

ратиноцитам человека (см. фиг. 6Е). 

Эти данные приводят пример того, как способ конструирования in vitro, описанный в настоящем 

документе, использовали в системе для итеративного конструирования бактериофага с несколькими не-

зависимыми улучшенными вирусными свойствами, такими как расширенный круг хозяев и увеличенный 

выход фага. Важно отметить, что данные этапы конструирования не могут быть выполнены как напря-

мую, так и с использованием стандартных методов. Кроме того, эти данные демонстрируют, что способ 

конструирования in vitro, описанный в настоящем документе, использовали последовательно в итераци-

онных циклах конструирования, что является важным свойством для применений в синтетической био-

логии. 

Пример VI. 

Вирусы, полученные путем итеративного конструирования, с биофильм-диспергирующей полезной 

нагрузкой, и расширенный круг хозяев, охватывающий полный вирусный род. 

Любые экзополисахариды (ЭПС) деполимеразы или фенол-растворимые модулины (PSM) клониро-

вали в LUZ19 путем замены gp49 (SEQ ID NO: 25) с использованием способа конструирования in vitro, 

описанного в настоящем документе, для определения их способности диспергировать зрелую биопленку 

(фиг. 7). Чтобы сконструировать LUZ19 и WHR LUZ19 для экспрессии внеклеточной деполимеразы или 

поверхностно-активных полипептидов, gp49 (SEQ ID NO: 25) LUZ19 или WHR LUZ19 удаляли путем 

расщепления с использованием РНК-зависимой нуклеазы, в этом случае Cas9 и in vitro транскрибируе-

мые гРНК и затем заменяли на ген интереса (ГИ), фланкированный основным промотором капсида Pgp32 
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(SEQ ID NO: 21) и терминатором Tgp32 (SEQ ID NO: 22) с использованием метода сборки Gibson Assem-

bly (фиг. 7А и 7В). В случае LUZ19 дикого типа, ГИ представляют собой ЭПС-деполимеразы (Рр15gp44 - 

хвостовой шип gp44 из Φ15 Pseudomonas pudita (SEQ ID NO: 14); NTUgp34 - хвостовой шип gp34 из фага 

NTU Klebsiella pneumoniae (SEQ ID NO: 13); LKAlgp49 - хвостовой шип gp49 фага из LKA1 P.aeruginosa 

(SEQ ID NO: 12)), поверхностно-активные фенол-растворимые модулины из Staphylococcus epidermidis 

(PSMa, SEQ ID NO: 18) и Staphylococcus aureus (PSMa3 (SEQ ID NO: 16) и PSMb2 (SEQ ID NO: 17)) и 

DspB-сурфактин из Aggregatibacter actinomycetemcomitans (SEQ ID NO: 15) (фиг. 7Б). В случае ШКХ-

LUZ19, ГИ представлял собой ЭПС-деполимеразу Pp15gp44 (SEQ ID NO: 14) и сурфактин SePSMa (SEQ 

ID NO:18) (фиг. 7Г). Сконструированный фаг амплифицировали в соответствующей клетке-хозяина, вы-

деляли и проверяли путем секвенирования. 

Способность сконструированного фага к диспергированию зрелой биопленки была протестирована 

на 24-часовой биопленке, выращенной в устройстве МВЕС, с использованием 100 фагов на лунку в тече-

ние 3 ч. Вкратце, ночные культуры P.aeruginosa разбавляли (1:100) в минимальной среде М63, дополнен-

ной сульфатом магния (1 мМ), глюкозой (0,2%) и казаминокислотами (0,5%), а затем добавляли в сте-

рильные микротитрационные планшеты (150 мкл на лунку). Крышку с заглушками вставляли в планшет 

для микротитрования. После 24 ч инкубации при 37°C крышку с заглушками перемещали на микротит-

рационные планшеты (150 мкл на лунку). Крышку с заглушками вставляли в планшет для микротитро-

вания. После 24 ч инкубации при 37°C крышку с заглушками перемещали на микротитрационный план-

шет, содержащий 160 мкл полной MG63, содержащей 100 фагов на лунку. После 3 ч инкубации при 37°C 

крышку с заглушками промывали 3 раза в воде, сушили и окрашивали 200 мкл 0,5% кристаллического 

фиолетового. Затем планшеты промывали водой для удаления несвязанного кристаллического фиолето-

вого и сушили. Краситель растворяли в 200 мкл 30% уксусной кислоты и измеряли оптическую плот-

ность при ОП=550 нм. 

DspB, который является поверхностно активным против биопленок Е.coli, служил в качестве отри-

цательного контроля, поскольку он не имеет активности против P.aeruginosa. Две полезные нагрузки 

(Рр15gp44 и SePSMa) показали заметную активность против биопленки (фиг. 7Б). Примечательно, что 

PSM, которые являются сурфактинами с известной антибиопленочной активностью у грамположитель-

ных бактерий, никогда ранее не демонстрировали, что они диспергируют биопленку P.aeruginosa. Дан-

ные полезные нагрузки были сконструированы в ШКХ-LUZ19, чтобы определить, может ли фаг с широ-

ким кругом хозяев быть дополнительно модифицирован с целью придания ему способности диспергиро-

вать биопленку. Результаты показывают, что ШКХ-LUZ19, кодирующие Рр15gp44 или SePSMa, поддер-

живают их биофильм-диспергирующую активность (фиг. 7Г) и способность инфицировать все клиниче-

ские штаммы, восприимчивые к роду вирусов O-KMV (фиг. 7Д, 7Е). 

Эти данные представляют собой пример того, как способ конструирования in vitro, описанный в на-

стоящем документе, может использоваться в системе для итеративного конструирования бактериофага с 

несколькими независимыми улучшенными вирусными свойствами, такими как неограничивающие свой-

ства дисперсии биопленки и круг хозяев. 

Пример VII. 

Сконструированные вирусы, экспрессирующие антибиотическую сенсибилизирующую полезную 

нагрузку. 

С использованием способа конструирования in vitro, описанного в настоящем документе, LUZ19 

был сконструирован для экспрессии лизинов из оцРНК-вирусов PRR1 и MS2. Лизины как из PRR1 (SEQ 

ID NO: 20), так и из MS2 (SEQ ID NO: 19) оцРНК-фага были встроены в локус gp49 LUZ19 (SEQ ID NO: 

25), фланкированный основным капсидным промотором Pgp32 (SEQ ID NO: 21) и терминатором Tgp32 

(SEQ ID NO: 22), чтобы определить их способность ингибировать появление бактерий, устойчивых к 

фагу (фиг. 8А). Эти лизины ингибируют образование новых клеточных стенок путем связывания и инак-

тивации ферментов, важных для синтеза клеточной стенки, и предположительно сенсибилизируют бак-

терии к другим антимикробным препаратам, особенно к нацеленным на клеточные стенки антибиотикам, 

таким как карбенициллин. 

Конструкт получали, как описано выше, с использованием способа конструирования in vitro, опи-

санного в настоящем документе. Сконструированный фаг амплифицировали в соответствующей клетке-

хозяина, выделяли и проверяли путем секвенирования. Способность сконструированного фага ингибиро-

вать появление бактерий, устойчивых к фаговой терапии, в присутствии карбенициллина при 1/5 × МИК 

тестировали в стандартном анализе зависимости "время - летальное действие" (фиг. 8Б, 8В). Результаты 

показывают, что сконструированные LUZ19, экспрессирующие лизины из оцРНК фага в сочетании с 

карбенициллином в субингибирующих концентрациях (1/5 × МИК) предотвращают повторный рост бак-

терий после фаговой терапии. 

Эти данные представляют собой пример использования способа конструирования in vitro, описан-

ного в настоящем документе, для создания вируса с улучшенными вирусными свойствами, в частности в 

данном случае, предотвращения развития устойчивости к фагу у бактерий. 
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Пример VIII. 

Сконструированный вирус, экспрессирующий видоспецифическую противомикробную белковую 

нагрузку. 

Используя способ конструирования in vitro, описанный в настоящем документе, LUZ19 был сконст-

руирован для экспрессии антимикробного белка PyoS5, продуцируемого P.aeruginosa. Бактериоцин 

PyoS5 является видоспецифическим антимикробным белком, продуцируемым одним штаммом 

P.aeruginosa, чтобы препятствовать росту конкурирующих штаммов P.aeruginosa. ГДНК штамма РА01 

P.aeruginosa использовали в качестве матрицы для ПЦР-амплификации pyoS5 (SEQ ID NO: б) до клони-

рования в локус gp49 LUZ19 (SEQ ID NO: 25), фланкированный основным промотором капсида Pgp32 

(SEQ ID NO: 21) и терминатором Tgp32 (SEQ ID NO: 22) (фиг. 9А). PyoS5 связывается с широко дисперги-

рованным пиохелиновым рецептором FptA перед конформационными изменениями для создания пор в 

мембране P.aeruginosa. 

LUZ19+pyoS5 был создан, как описано выше, с использованием способа конструирования in vitro, 

описанный в настоящем документе. Сконструированный фаг амплифицировали внутри восприимчивого 

хозяина РА01, выделяли и проверяли путем секвенирования. Бактериальный штамм РА7416 выбирали 

для анализа, потому что лабораторный штамм РА01, как известно, устойчив к PyoS5, однако в анализе in 

silico показано, что штамм РА7416 МЛР P.aeruginosa был восприимчивым к фагу LUZ19 и кодировал 

PyoS5-рецептор FptA. 

Способность фага ингибировать появление бактерий РА7416, устойчивых к фаговой терапии, тес-

тировали в стандартном анализе зависимости "время - летальное действие". Результаты показывают, что 

в то время как LUZ19 дикого типа первоначально ингибирует рост РА7416, бактерии быстро становятся 

устойчивыми, а повторный рост происходит через 8-12 часов (фиг. 9Б). Однако сконструированный 

UJZ/9+pyoS5 ингибирует повторный рост бактерий РА7416 на более чем 24 ч после обработки фагом 

(фиг. 9В, 9Г). 

Эти данные представляют собой пример использования способа конструирования in vitro, описан-

ного в настоящем документе, для получения вируса с улучшенными вирусными свойствами, в частности 

в данном случае, предотвращения развития устойчивости к фагу у бактерий. 

Пример IX. 

Система итеративного конструирования бактериофага для создания антимикробного продукта. 

Используя описанный в настоящем документе способ конструирования in vitro, геномы бактерио-

фагов могут быть быстро сконструированы без обширной генетической манипуляции штаммом хозяина. 

Объединение вирусных мутационных исследований и методов селекции, хорошо известных специали-

стам в данной области техники, с полным секвенированием генома, сравнительной геномикой и раскры-

том в настоящем изобретении способом конструирования in vitro создает новую и улучшенную систему 

для разработки новых и улучшенных антимикробных препаратов. Система основана на итеративном 

улучшении 1, 2 или более 2 различных свойств в одном вирусном шасси для создания антимикробного 

препарата на основе вирусов. Последовательная очистка и редактирование генома LUZ19 для улучшения 

отдельных вирусных свойств были раскрыты (фиг. 6, 7 и 10), однако данный способ можно распростра-

нить на множество других бактериофагов Р.aeruginosa или другого бактериофага, заражающего любые 

другие штаммы или виды бактерии. Кроме того, данный способ можно использовать для улучшения 

свойств нескольких отдельных бактериофагов, заражающих одни и те же виды бактерий, для создания 

превосходного коктейля бактериофагов, предотвращающего или лечащего бактериальные инфекции, 

заражения или изменения микробиомы. 

Эти данные демонстрируют, как конструирование in vitro в сочетании с секвенированием генома, 

сравнительной геномикой и вирусными мутационными/селекционными исследованиями могут выпол-

нять последовательно для достижения поэтапных улучшений или инженерных изменений для включения 

улучшенных вирусных свойств, представляющих интерес (фиг. 10). 

Пример X. 

Способы. 

Гидовые РНК (гРНК) синтезировали и очищали с использованием коммерчески доступного набора 

для транскрипции in vitro, такого как набор MEGAshortscript T7 kit (Thermo Fisher). Гидовые РНК были 

разработаны с использованием методов, хорошо известных в данной области техники (фиг. 15). 

Разбавьте in vitro транскрибируемые гРНК на рабочий материал 500 нг/мкл. 

Реакции сборки без очищенной РНК-направляемой нуклеазы, такой как Cas9. Очищенный Cas9 

(SEQ ID NO: 31) был получен из экспрессирующей плазмиды, содержащей последовательность генов, 

кодирующую His-меченый Cas9 (SEQ ID NO: 27) и очищающей ее с помощью известных способов ни-

кель-аффинной очистки. Необязательно используйте гРНК, которая сначала разрезает самую внутрен-

нюю часть генома для итеративных расщеплений. 

Полная реакционная смесь: 

мкл: 

10Х Cas9 буфер* * 4; 

50 ммоль/л MgCl2 8; 
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100 ммоль/л спермидин 4; 

гРНК1 2; 

гРНК2 2; 

Фермент Cas9 (0,45 мг/мл) 8 (общее количество); 

гДНК X (общая масса 2 мкг); 

дистилированная Н2О X (до общего объема 40 мкл). 

* Полная реакционная смесь может быть использована на одном этапе для одновременного выреза-

ния нескольких сайтов (совместное расщепление), однако это может привести к низкой эффективности 

вырезания вирусной гДНК. Реакции совместного расщепления выполняют на льду перед добавлением 

Cas9 и инкубацией при 37°C в течение 30 мин. Сконструированная 2-стадийная (или более) реакция так-

же может быть выполнена, что обеспечивает более полное расщепление (описано ниже). 

**10х Cas9 буфер содержит 200 ммоль/л HEPES рН 7.4, 1.5М KCl, 5 ммоль/л DTT и 1 ммоль/л 

EDTA рН8. 

1 стадия реакции сборки и инкубация при комнатной температуре в течение 5 мин. 

Реакционная смесь 1 стадии: 

мкл: 

10Х Cas9 буфер 4; 

50 ммоль/л MgCl2 8; 

100 ммоль/л спермидина 4; 

гРНК1 2; 

гДНК (общее количество 2 мкг); 

дистилированная Н2О X (до общего объема 36 мкл). 

Инкубируйте на льду в течение 10 мин. 

Инкубируйте при 37°C в течение 2 мин. 

Добавьте 4 мкл фермента Cas9 (0,45 мг/мл). Инкубируйте при 37°C в течение 30 мин. 

2 стадия реакции, добавление второй гРНК и дополнительного фермента Cas9. 

Реакционная смесь 2 стадии: 

мкл: 

Реакционная стадия 1 стадии 40; 

гРНК2 2; 

Фермент Cas9 (0,45 мг/мл) 4; 

10Х Cas9 буфер 1; 

дистиллированная H2O 3 (общий объем 50 мкл). 

Инкубируйте реакцию 2 стадии при 37°C в течение 30 мин. Дополнительные шаги могут быть до-

бавлены для расщепления генома в более чем 2 местах. 

Инактивируйте фермент Cas9 путем инкубации при 80°С в течение 10 мин. Необязательно проведи-

те очистку с использованием фенольно-хлороформной экстракции (повышает эффективность сборки 

фрагментов в сборке методом Gibson Assembly) или других способов инактивации, дезактивации или 

очистки, хорошо известных в данной области техники. 

Исследуйте 5 мкл образца на агарозном геле для проверки правильности разрезания. 

Для сборки in vitro с использованием метода сборки Gibson Assembly соответствующую концентра-

цию продуктов расщепления и in vitro сконструированной вставки использовали в соответствии с прото-

колом метода сборки Gibson Assembly NEB. 

После сборки in vitro, возможно, трансформируют в клетки-хозяева для амплификации сконструи-

рованного генома, части генома или восстановления сконструированного вируса. 

Пример XI. 

Конструирование фага М13 Е.coli. 

Используя описанный в настоящем документе способ конструирования in vitro, был сконструиро-

ван вирус, заражающий Escherichia coli, для экспрессии флуоресцентного репортера паприка (SEQ ID 

NO: 5). На фиг. 11А показана схема подхода конструирования in vitro для включения гена флуоресцент-

ного белка паприка в геном фага М13 Е.coli. Этот процесс конструирования был разработан для создания 

лизогенного фага, экспрессирующего флуоресцентный репортер, который будет представлять собой 

улучшенное вирусное свойство, поскольку аналогичные вирусы использовали в качестве диагностики. 

Вирусный геном М13 (номер доступа Х02513) был выделен из вирусных частиц. Поскольку эксперимен-

тальная конструкция включает использование двух гРНК, функциональность каждой отдельной гРНК 

была впервые подтверждена в отдельных реакциях Cas9-расщепления in vitro (фиг. 11Б). Зная, что каж-

дая гРНК была функциональной, сайт-специфическое расщепление выполняли с использованием РНК-

зависимой нуклеазы и обеих in vitro транскрибируемых гРНК (фиг. 11В). Флуоресцентный репортерный 

ген паприка (SEQ ID NO: 29) ПЦР-амплифицировали (фиг. 11Г) с использованием праймеров, которые 

добавляли 5'- и 3'-последовательностям, гомологичным последовательностям, фланкирующим ген LacZa, 

который был выделен из генома М13 с использованием расщепления РНК-зависимой нуклеазой, напри-

мер Cas9. Метод сборки Gibson Assembly использовали для бесшовной вставки ПЦР-амплифицирован-
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ного гена паприка в расщепленный геном М13, заменяя ген LacZa (SEQ ID NO: 28). Сконструированные 

геномы трансформировали непосредственно в хозяина Е.coli для получения функциональных вирусных 

частиц, кодирующих ген паприка. Сконструированный фаг оценивали по его способности образовывать 

бляшки у Е.coli (фиг. 11Д). Вирусную ДНК выделяли из бляшек и ПЦР-амплифицировали для подтвер-

ждения присутствия вставленного гена паприка (фиг. 11Е). Присутствие и функции рекомбинантного 

белка паприка подтвердили при помощи флуоресцентной визуализации (фиг. 11Ж). 

Эти данные демонстрируют успешное использование описанного в настоящем документе способа 

конструирования in vitro для создания репортерного гена в геноме фага Е.coli. Демонстрируя, что рас-

крываемый способ можно расширить на другой род вирусов, включая тот, который заражает другой род 

бактерий. 

Пример XII. 

Конструирование фага X Е.coli. 

Используя описанный в настоящем документе способ конструирования in vitro, был отредактирован 

второй вирус, заражающий Escherichia coli. На фиг. 12А показана схема подхода конструирования in vitro 

для удаления гена ell (SEQ ID NO: 30) из выделенного генома фага X (доступ NC_001416.1). Данный 

технический процесс был разработан для создания конститутивно литического вируса, который будет 

представлять собой улучшенное вирусное свойство. Вирусный геном λ был выделен из вирусных частиц. 

Поскольку экспериментальная конструкция предполагает использование двух гРНК, функциональность 

каждой отдельной гРНК была впервые подтверждена в отдельных реакциях Cas9-расщепления in vitro 

(фиг. 12Б). Зная, что каждая гРНК была функциональной, сайт-специфическое расщепление проводили с 

использованием РНК-зависимой нуклеазы и обеих in vitro транскрибируемых гРНК (фиг. 12В). Две син-

тезированные одноцепочечные молекулы ДНК были отожжены in vitro для получения шаблона для вос-

становления двухцепочечной ДНК (SEQ ID NO: 9), содержащего 5'- и 3'-последовательности, гомоло-

гичные последовательностям, фланкирующим Cas9-направленные вырезанные сайты в выделенный ви-

русный геном λ. Метод сборки Gibson Assembly использовали для бесшовной вставки ПЦР-

амплифицированной восстанавливающией матрицы в расщепленный геном λ. Затем сконструированные 

геномы были упакованы in vitro с использованием набора Maxplax lambda packaging extraction kit из Epi-

centre в соответствии со способом изготовителя (фиг. 12Г). После in vitro упаковки сконструированные 

геномы λ были извлечены из анализа бляшкообразования с двойным агаровым слоем с использованием 

рекомендованных изготовителем клеток-хозяев Е.coli. Было определено, что сконструированный фаг 

функционирует на основе его способности образовывать бляшки у E.coli. Вирусную ДНК выделяли из 

образовавшихся бляшек и ПЦР-амплифицировали, чтобы подтвердить отсутствие гена ell (фиг. 12Д). 

Эти данные демонстрируют успешное использование описанного в настоящем документе способа 

конструирования in vitro для удаления нежелательного гена из генома фага Е.coli. Эти данные также 

обеспечивают пример упаковки сконструированных вирусных геномов in vitro, что повышает эффектив-

ность восстановления вируса и обеспечивает альтернативу прямой трансформации в клетку-хозяина. 

Кроме того, эти данные обеспечивают пример использования отожженных in vitro синтезированных оли-

гонуклеотидов в качестве вставки для конструирования. Кроме того, эти данные являются еще одним 

примером использования этого подхода для конструирования генома фага, чтобы получить улучшенное 

вирусное свойство, а именно конститутивно литический фенотип. Наконец, эти данные показывают, что 

второй род вируса, заражающий Е.coli, может быть сконструирован с использованием описанного в на-

стоящем документе способа конструирования in vitro. 

Пример XIII. 

Коррекция ошибок ЦМВ человека. 

Используя раскрытый в настоящем документе способ конструирования in vitro, была отредактиро-

вана часть человеческого вируса. На фиг. 13А показана схема подхода конструирования in vitro, исполь-

зуемого для исправления ошибок. 18 т.п.н. часть ~230 т.п.н. вирусного генома ЦМВ человека содержа-

лась в пределах плазмиды, реплицирующейся в Е.coli. Настоящая часть генома ЦМВ человека (SEQ ID 

NO: 10) содержала начало вирусного генома и несла мутантный аллель RL13 (SEQ ID NO: 33). Вместе 

фрагмент ЦМВ человека и плазмида Е.coli имели размер примерно 28 т.п.н., что превышает специфика-

ции большинства современных методов коррекции ошибок. Для исправления ошибок плазмиду 28 т.п.н. 

выделяли из Е.coli и проводили сайт-специфическое расщепление с использованием РНК-зависимой 

нуклеазы и двух in vitro транскрибируемых гРНК (фиг. 13Б). Cas9-опосредованное расщеплением выре-

зали область гена RL13 непосредственно в прямом и обратном направлении от сайта мутации. Исправ-

ленная область гена RL13 (SEQ ID NO: 32) была синтезирована и ПЦР-амплифицирована с дополнитель-

ными 5'- и 3'-фланкирующими последовательностями, гомологичными областям, граничащим с каждым 

сайтом расщепления, специфичным для РНК (фиг. 13В). Метод сборки Gibson Assembly использовали 

для бесшовной вставки синтезированной восстанавливающей матрицы в расщепленную плазмиду. Ис-

правленный RL13-содержащий фрагмент ЦМВ человека (SEQ ID NO: 11), содержащийся внутри плаз-

миды, затем трансформировали в Е.coli и восстанавливали на антибиотикосодержащих питательных сре-

дах. Колонии Е.coli подвергали скринингу с помощью ПЦР для подтверждения наличия исправленного 
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гена RL13, который содержал дополнительную последовательность по сравнению с геном RL13, содер-

жащим ошибки, что позволяет отличать его от гена RL13, содержащего ошибки (фиг. 13Г). Геномный 

фрагмент с исправленной ошибкой затем амплифицировали в Е.coli с использованием стандартных ме-

тодик для последующего использования в обратных приложениях. 

Эти данные демонстрируют успешное использование описанного в настоящем документе способа 

конструирования in vitro для конструирования генов из генома вируса человека и дополнительно обеспе-

чивают способ использования синтезированной ДНК в качестве восстанавливающей матрицы в реакции 

сборки in vitro. Эти данные также демонстрируют использование этого способа конструирования in vitro 

для коррекции ошибок ДНК или плазмид, которые слишком велики для стандартных методов коррекции 

ошибок. Стандартная методика коррекции ошибок имеет ограничение по размеру около 5 т.п.н. и осно-

вана на ПЦР, которое по своей природе может создавать более нежелательные ошибки. Представленный 

в настоящем документе способ конструирования in vitro не зависит от ПЦР-амплификации всей или даже 

большой части плазмиды или вирусного генома и поэтому поддается применению при исправлении 

ошибок последовательностей, превышающих 5 т.п.н. 

Пример XIV. 

Быстрая идентификация терминально избыточных вирусных концов. 

Описанный в настоящем документе способ расщепления in vitro также может быть адаптирован для 

идентификации точных концов терминально избыточных вирусных геномов. На фиг. 14 показана схема 

подхода расщепления in vitro, который использовался для определения концов фаговых геномов LBL3 и 

14-1. LBL3 и 14-1 (номер доступа NC_011703.1) фаговую геномную ДНК очищали от вирусных частиц 

(фиг. 14А). Секвенирование нового поколения выполняли с использованием платформы MiSeq или Pac-

Bio, а затем при помощи автоматического слияния высококачественных считываний ДНК в более длин-

ные сборки для восстановления исходной последовательности (фиг. 14Б). Как правило, программное 

обеспечение автоматической сборки неправильно собирает вирусные или бактериофаговые геномы в 

круговые контиги и размешает ПТП терминально повторяющихся геномов во внутреннюю область ви-

русной последовательности. Прогнозирование in silico физических концов генома выполняют на основе 

идентификации областей секвенирования двойного охвата и результатов поиска BLAST, которые соот-

ветствуют близкородственному терминально повторяющемуся геному (фиг. 14В). Данные прогнозируе-

мые концы были подтверждены расщеплением эндонуклеазой Cas9. После инактивации Cas9 фрагменты 

ДНК, соответствующие геномным физическим концам, очищали и секвенировали (фиг. 14Г). Эти ре-

зультаты секвенирования привели к точной сборке генома на основе истинных физических концевых 

последовательностей (фиг. 14Д). 

Одной из самых больших технических проблем, связанных с секвенированием генома фага, являет-

ся точное отображение геномных физических концов из-за их повторяющегося характера. Эти сегменты 

могут простираться от 4-14 п.о. в циклически перегруппированных геномах (например, большинство 

фагов Mycobacterium и Propionibacterium acnes) до нескольких сотен пар оснований в терминально по-

вторяющихся геномах (например, ΦKMV-подобные, PBl-подобные и N4-подобные фаговые роды 

Р.aeruginosa) и даже до нескольких тысяч пар оснований (например, Т5 и DTR E.coli). Сопоставление 

повторяющихся концов (или ПТП - прямых терминальных повторов) в настоящее время выполняется 

комбинацией глубокого анализа последовательностей (для идентификации фрагментов ДНК с двойным 

покрытием), праймер-опосредованной прогулкой (секвенирование по Сэнгеру), идентификацией основ-

ных разрывов ДНК и анализом рестрикционных эндонуклеаз. Однако каждый из этих подходов часто 

ограничен в использовании или безрезультативный: I) плохо определенные двойные сиквенсы границы 

охвата двойного упорядочения в данных NGS (секвенирования следующего поколения); (II) считывание 

праймер-опосредованной прогулки с прохождением через конкатэмеры ПТП, дающая неубедительные 

результаты; (III) низкая частота мест рестрикции вблизи фаговых концов или обструкция рестрикцион-

ных участков вследствие модификаций ДНК, таких как метилирование. Использование направленного 

Cas9-расщепления ДНК фага в определенных положениях устраняет необходимость в ненадежных или 

громоздких анализах или процедурах и значительно упрощает идентификацию фаговых геномных физи-

ческих концов. Такой подход имеет потенциал для точного отображения концов уже секвенированных 

фаговых геномов (как показано на примере картирования ПТП LBL3 и 14-1), а также для быстрой иден-

тификации ПТП новых идентифицированных вирусов. 

Использование направленного Cas9-расщепления в пределах описанного в настоящем документе 

способа конструирования in vitro для сопоставления физических концов терминально повторяющихся 

фаговых геномов представляет собой явное преимущество по сравнению с существующими подходами, 

поскольку оно не зависит от тонких изменений в охвате секвенирования и может выполняться независи-

мо от образования конкатемера. Кроме того, активность Cas9 менее чувствительна к модификациям 

ДНК, чем многие рестрикционные ферменты. 

Эти данные показывают успешное применение РНК-направляемого Cas9-расщепления in vitro, что 

дает возможность идентифицировать правильное положение последовательности фагового генома. Эта 

информация затем может быть использована для разработки нижерасположенных подходов модифика-

ции in vitro для конструирования этих фагов, что было ранее невозможным из-за отсутствия истинных 
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границ генома. 

Пример XV. 

Способ конструирования со сборкой in vivo. 

Настоящее раскрытие обеспечивает способ in vitro сайт-специфического расщепления очищенной 

вирусной нуклеиновой кислоты с использованием РНК-направляемой нуклеазы; и сборку сконструиро-

ванной нуклеиновой кислоты путем вставки фрагмента ДНК или РНК в расщепленную вирусную нук-

леиновую кислоту. Хотя рекомбинантная нуклеиновая кислота может быть собрана целиком в условиях 

in vitro с использованием очищенных ферментов, как описано в настоящем документе, этот процесс так-

же может быть осуществлен с использованием естественных или сконструированных рекомбинантных 

сигнальных путей в чувствительном штамме хозяина. Трансформация очищенных и обработанных in 

vitro вирусных геномов вместе с фрагментом вставки восстановления, содержащим концевые области 

гомологии, достаточна для того, чтобы некоторые клетки-хозяева собирали рекомбинантный вирусный 

геном in vivo. Фрагменты вставки восстановления могут быть синтезированы или амплифицированы 

стандартными методами, известными в данной области техники, или могут находиться внутри плазмид, 

стабильно реплицирующихся в выбранной клетке-хозяине. Данный способ, вероятно, будет иметь более 

низкую эффективность по сравнению со сборкой in vitro из-за клеток-хозяев, имеющих как гомологич-

ные, так и не гомологичные пути восстановления ДНК, задача совместной доставки достаточного коли-

чества вставки и расщепленного генома в клетку-хозяина и более низкой эффективности большинства 

гомологичных сигнальных путей рекомбинации хозяина. Поскольку только расщепленнные геномы не 

образуют функциональных вирусных частиц и в последующем бляшек без опосредованной хозяином 

рекомбинации, бляшки, полученные после трансформации и выращивания, могут быть скринированы с 

помощью ПЦР для данной вставки, чтобы подтвердить корректную сборку желаемой сконструированной 

вирусной нуклеиновой кислоты. 

Пример XVI. 

Сконструированные вирусы, описанные в настоящем документе. 

В табл. 1 представлены сконструированные вирусы, полученные в соответствии с настоящим изо-

бретением в способе модификации in vitro. В табл. 2 представлены сконструированные вирусы, описан-

ные в настоящем документе, вместе с соответствующим примером и фигурой. В табл. 3 перечислены 

вирусы дикого типа, описанные в настоящем документе, и номера доступа для их полной геномной по-

следовательности. В табл. 4 перечислены некоторые из последовательностей нуклеиновых кислот дикого 

типа, описанных в настоящем документе, и соответствующие аминокислотные последовательности. 
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Таблица 1. Сконструированные вирусы, описанные в изобретении 
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ТМ - точечная мутация, замена - замена, делеция - удаление, вставка - инсерция. 
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Таблица 2. Сконструированные вирусы, описанные в изобретении 

 

 
ОП - опытный образец. 
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Таблица 3. Вирусы дикого типа, описанные в изобретении 

 
 

Таблица 4. Последовательности дикого типа, описанные в изобретении 

 

 
Из вышеприведенного описания специалист в данной области техники может легко определить ос-

новные характеристики изобретения и не отходя от его сущности и объема может вносить изменения и 

модификации в изобретение, чтобы адаптировать его к различным условиям применения и использова-

ния, а также реализовывать изобретение в полном объеме. Предшествующие конкретные варианты реа-

лизации изобретения должны толковаться как просто иллюстративные, а не ограничивающие объем изо-

бретения каким-либо образом. Полное раскрытие всех заявок, патентов и публикаций (включая справоч-

ные руководства), упомянутых выше и на фигурах, полностью включено в настоящее описание посред-

ством ссылки. 
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Перечень последовательностей 
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Перечень последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Сконструированный вирус, способный при введении в клетку-хозяина продуцировать не встре-

чающиеся в природе вирусные частицы с одним или более улучшенными вирусными свойствами, содер-

жащий: 

(i) весь или часть сконструированного гена gp34, где сконструированный ген gp34 кодирует амино-

кислотную последовательность, содержащую делецию в положении, соответствующем аминокислотно-

му положению 55 в SEQ ID NO: 5 (белок gp34); и/или 

(ii) модификацию одной или более последовательностей нуклеиновых кислот, кодирующих амино-

кислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичность с последовательностью, 

выбранной из группы, состоящей из SEQ ID NO: 34 (белок gp13), SEQ ID NO: 35 (белок gp38), SEQ ID 

NO: 36 (белок gp40) и SEQ ID NO: 48 (белок gp18), где модификации включают замену С на Y в положе-

нии, соответствующем аминокислотному положению 17 в SEQ ID NO: 34 (белок gp13), замену D на Y в 

положении, соответствующем аминокислотному положению 36 в SEQ ID NO: 48 (белок gp18), замену D 

на G в положении, соответствующем аминокислотному положению 82 в SEQ ID NO: 35 (белок gp38), 

замену I на S в положении, соответствующем аминокислотному положению 83 в SEQ ID NO: 35 (белок 

gp38), и замену N на D в положении, соответствующем аминокислотному положению 253 в SEQ ID NO: 

36 (белок gp40); и/или 

(iii) вставку гетерологичной молекулы нуклеиновой кислоты в последовательность нуклеиновой 

кислоты, кодирующую аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентич-

ность с SEQ ID NO: 49 (белок gp49), или замену последовательности нуклеиновой кислоты, содержащей-

ся в последовательности нуклеиновой кислоты, кодирующей аминокислотную последовательность, 

имеющую по меньшей мере 85% идентичность с SEQ ID NO: 49 (gp49), молекулой гетерологичной нук-

леиновой кислоты; и/или 

(iv) весь или часть гетерологичного гена gp18, где гетерологичный ген gp18 кодирует аминокислот-

ную последовательность по меньшей мере с 85% идентичностью с SEQ ID NO: 38 (последовательность 

белка gp18). 

2. Сконструированный вирус по п.1, причем указанный вирус содержит сконструированный ген 

gp34, где сконструированный ген gp34 кодирует аминокислотную последовательность, содержащую де-

лецию в положении, соответствующем аминокислотному положению 55 в SEQ ID NO: 5 (белок gp34), 

причем указанный фаг проявляет повышенную литическую активность по сравнению с LUZ19 дикого 

типа. 

3. Сконструированный вирус по любому из пп.1 и 2, причем указанный вирус содержит модифика-

цию одной или более последовательностей нуклеиновых кислот, кодирующих аминокислотную последо-

вательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичность с последовательностью, выбранной из груп-

пы, состоящей из SEQ ID NO: 34 (белок gp13), SEQ ID NO: 35 (белок gp38), SEQ ID NO: 36 (белок gp40) 

и SEQ ID NO: 48 (белок gp18), где модификации включают замену С на Y в положении, соответствую-

щем аминокислотному положению 17 в SEQ ID NO: 34 (белок gp13), замену D на Y в положении, соот-

ветствующем аминокислотному положению 36 в SEQ ID NO: 48 (белок gp18), замену D на G в положе-
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нии, соответствующем аминокислотному положению 82 в SEQ ID NO: 35 (белок gp38), замену I на S в 

положении, соответствующем аминокислотному положению 83 в SEQ ID NO: 35 (белок gp38), и замену 

N на D на положении, соответствующем аминокислотному положению 253 в SEQ ID NO: 36 (белок 

gp40), в результате чего указанный вирус демонстрирует улучшенный диапазон хозяев по сравнению с 

LUZ19 дикого типа. 

4. Сконструированный вирус по любому из пп.1-3, причем указанный вирус содержит замену по-

следовательности нуклеиновой кислоты, содержащей последовательность нуклеиновой кислоты, коди-

рующую аминокислотную последовательность, имеющую по меньшей мере 85% идентичность с SEQ ID 

NO: 49 (gp49), гетерологичной нуклеиновой кислотой. 

5. Сконструированный вирус по п.4, в котором указанная гетерологичная нуклеиновая кислота со-

держит ген, который кодирует агент, диспергирующий биопленку. 

6. Сконструированный вирус по п.5, в котором указанная гетерологичная нуклеиновая кислота ко-

дирует экзополисахаридную (EPS) деполимеразу или фенолрастворимый модулин (PSM). 

7. Сконструированный вирус по п.5, в котором указанная гетерологичная нуклеиновая кислота со-

держит ген, выбранный из группы, состоящей из деполимеразы EPS (Pp15gp44 хвостовой шип gp44 из 

Pseudomonas pudita Ф15 (SEQ ID NO: 14)), NTn34 хвостовой шип gp34 из фага Klebsiella pneumoniae 

NTU (SEQ ID NO: 13), LKAlgp49 хвостовой шип gp49 из фага P.aeruginosa (SEQ ID NO: 12), поверхност-

но-активные фенол-растворимые модулины из Staphylococcus epidermidis (PSMa, SEQ ID NO: 18), 

Staphylococcus aureus (PSMa3 (SEQ ID NO: 16) и/или PSMb2 (SEQ ID NO: 17) и сурфактин DspB из Ag-

gregatibacter actinomycetemcomitans (SEQ ID NO: 15). 

8. Сконструированный вирус по любому из пп.5-7, где гетерологичная последовательность нуклеи-

новой кислоты функционально связана с основным капсидным промотором Pgp32 (SEQ ID NO: 21). 

9. Сконструированный вирус по любому из пп.5-8, в котором гетерологичная последовательность 

нуклеиновой кислоты функционально связана с терминатором Tgp32 (SEQ ID NO: 22). 

10. Сконструированный вирус по любому из пп.1-9, причем сконструированный вирус представляет 

собой бактериофаг, сконструированный для экспрессии противомикробного пептида. 

11. Сконструированный вирус по п.10, в котором противомикробный пептид выбран из группы, со-

стоящей из литического фермента, ацилазы, аминопептидазы, амилазы, карбогидразы, карбоксипептида-

зы, каталазы, целлюлазы, хитиназы, кутиназы, циклодекстрин гликозилтрансферазы, дезоксирибонук-

леазы, эстеразы, α-галактозидазы, β-галактозидазы, глюкоамилазы, α-глюкозидазы, β-глюкозидазы, га-

лопероксидазы, инвертазы, лакказы, липазы, маннозидазы, оксидазы, пектинолитического фермента, 

пептидоглутаминазы, пероксидазы, фитазы, полифенолоксидазы, протеолитического фермента, рибо-

нуклеазы, трансглутаминазы, ксиланазы, РНКазы, ДНКазы, лизостафина или порообразующего пептида. 

12. Сконструированный вирус по п.10, где противомикробный пептид представляет собой ДНКазу. 

13. Сконструированный вирус по любому из пп.1-12, в котором указанный модифицированный ге-

ном представляет собой модифицированный phiKMV-подобный геном. 

14. Сконструированный вирус по любому из пп.1-13, в котором указанный модифицированный ге-

ном представляет собой модифицированный геном LUZ19. 

15. Сконструированный вирус по п.14, в котором gp18 LUZ19 дикого типа заменен на gp18 вируса 

LKD16 (SEQ ID NO: 7). 
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