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штамма human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы E1 и E3 области, а область ORF6-Ad26
заменена на ORF6-Ad5, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:
2, SEQ ID NO: 3 (вариант 1). При этом в качестве материнской последовательности human adenovirus 26-
го серотипа использована последовательность SEQ ID NO: 5. Кроме того, создан экспрессионный вектор,
содержащий геном рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы
E1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3 (вариант 2). При этом в качестве материнской последовательности simian adenovirus 25-
го серотипа использована последовательность SEQ ID NO: 6. Кроме того, создан экспрессионный вектор
содержащего геном рекомбинантного штамма human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы E1
и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ
ID NO: 3 (вариант 3). При этом в качестве материнской последовательности human adenovirus 5-го серотипа
использована последовательность SEQ ID NO: 7. Разработан также способ применения разработанного
экспрессионного вектора для создания иммунобиологического средства для индукции специфического
иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2. Изобретение позволяет
получать устойчивый иммунный ответ к гликопротеину SARS-Cov-2.
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Область техники 

Изобретение относится к биотехнологии, иммунологии и вирусологии. Оно касается рекомбинант-

ных векторов, которые могут быть использованы в фармацевтической промышленности для создания 

иммунобиологического средства для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого 

острого респираторного синдрома SARS-CoV-2. 

Уровень техники 

В декабре 2019 г. в г. Ухань, провинция Хубэй, выявлено заболевание, вызванное новым коронави-

русом (SARS-CoV-2), которое поставило перед специалистами в области здравоохранения и врачами 

трудные задачи, связанные с быстрой диагностикой и клиническим ведением больных. SARS-CoV-2 бы-

стро распространился по всему миру, вызвав беспрецедентную по своим масштабам пандемию. К 19 ав-

густа 2020 г. количество заболевших превысило 22 млн человек, количество погибших - 791 тыс. чело-

век. 

В настоящее время сведения об эпидемиологии, клинических особенностях, профилактике и лече-

нии этого заболевания ограничены. Известно, что наиболее распространенным клиническим проявлени-

ем нового варианта коронавирусной инфекции является пневмония, у значительного числа пациентов 

зарегистрировано развитие острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС). Вирус отнесен ко II 

группе патогенности, как и некоторые другие представители этого семейства (вирус SARS-CoV, MERS-

CoV). B отношении нового коронавирусного заболевания отсутствуют средства как специфической про-

филактики, так и этиотропного лечения. 

Высокий процент смертности, быстрое географическое распространение SARS-CoV-2 и нечетко 

определенная этиология заболевания создали острую необходимость в создании эффективных средств 

профилактики заболеваний, вызываемых данным вирусом. 

Одним из перспективных направлений вакцинологии является разработка средств профилактики 

заболеваний на основе вирусных векторов. При этом векторные системы на основе аденовирусов челове-

ка 5 серотипа являются одними из наиболее востребованных в фарминдустрии. К преимуществам данно-

го типа векторов можно отнести высокую безопасность, способность проникать в различные типы кле-

ток, высокую пакующую емкость, возможность получения препаратов с высокими титрами и т.д. 

Известно решение (CN 1276777C), в котором предложена вакцина против тяжелого острого респи-

раторного синдрома на основе рекомбинантного аденовируса человека 5 серотипа, содержащего после-

довательность S белка вируса SARS-CoV. 

Известно решение по заявке на изобретение US 20080267992A1, где описана вакцина против тяже-

лого острого респираторного синдрома на основе рекомбинантного аденовируса человека 5 серотипа, 

содержащего последовательность полного протективного антигена S вируса SARS-CoV, или последова-

тельность, которая включает домен S1 антигена S вируса SARS-CoV или домен S2 антигена S вируса 

SARS-CoV, или оба домена. Кроме того, данный рекомбинантный аденовирус в составе экспрессионной 

кассеты содержит промотор цитомегаловируса человека (CMV-промотор) и сигнал полиаденилирования 

бычьего гормона роста (polyA BGH). 

Известно решение CN 111218459, в котором разработан экспрессионный вектор на основе аденови-

руса человека 5 серотипа, в котором были удалены Е1, E3 области, содержащий ген S белка. Данный 

вектор применяется для создания вакцины против COVID-19. 

Однако ограничением к широкому применению векторов на основе аденовируса человека 5 сероти-

па является наличие у части населения предсуществующего иммунного ответа. В связи с этим актуаль-

ным направлением является разработка различных векторов, отличающихся генетически, в том числе на 

основе аденовирусов других серотипов. 

Осуществление изобретения 

Технической задачей заявленной группы изобретений является индукция устойчивого иммунного 

ответа к гликопротеину SARS-CoV-2, а также наличие биологически эффективного протективного титра 

антител к гликопротеину SARS-CoV-2. Это позволит создать иммунобиологическое средство для индук-

ции специфического иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-

2. 

Технический результат заключается в создании экспрессионного вектора, содержащего геном ре-

комбинантного штамма human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а 

область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ 

ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 (вариант 1). При этом, в качестве материнской последовательно-

сти human adenovirus 26-го серотипа использована последовательность SEQ ID NO: 5. 

Кроме того, технический результат заключается в создании экспрессионного вектора, содержащего 

геном рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 об-

ласти, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 

3 (вариант 2). При этом, в качестве материнской последовательности simian adenovirus 25-го серотипа 

использована последовательность SEQ ID NO: 6. 

Кроме того, технический результат заключается в создании экспрессионного вектора, содержащего 

геном рекомбинантного штамма human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 облас-
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ти, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 

(вариант 3). При этом, в качестве материнской последовательности human adenovirus 5-го серотипа ис-

пользована последовательность SEQ ID NO: 7. 

Также технический результат достигается тем, что разработан способ применения разработанного 

экспрессионного вектора для создания иммунобиологического средства для индукции специфического 

иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2. 

Реализация изобретения 

Способ получения экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма human 

adenovirus 26-го серотипа, заключается в том, что сначала конструируют плазмиду, содержащую два го-

мологичных участка генома аденовируса человека 26 серотипа, затем ее линеаризуют с помощью эндо-

нуклеазы рестрикции и смешивают с ДНК, выделенной из вирионов аденовируса человека 26 серотипа и 

проводят гомологичную рекомбинацию в клетках E. coli. В результате получают плазмиду, несущую 

геном аденовируса человека 26-го серотипа с делетированной Е1 областью. Затем с помощью методов 

генной инженерии заменяют открытую рамку считывания 6 (ORF6) на ORF6 аденовируса человека 5 

серотипа. Далее удаляют E3 область для увеличения пакующей емкости. На последнем этапе в вектор 

вставляют экспрессионную кассету. 

Способ получения экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма simian 

adenovirus 25-го серотипа заключается в том, что сначала конструируют плазмиду, содержащую два го-

мологичных участка генома аденовируса обезьяны 25 серотипа, затем ее линеаризуют с помощью эндо-

нуклеазы рестрикции и смешивают с ДНК, выделенной из вирионов аденовируса обезьяны 25 серотипа и 

проводят гомологичную рекомбинацию в клетках E. coli. В результате получают плазмиду, несущую 

геном аденовируса обезьяны 25-го серотипа с делетированной Е1 областью. Далее удаляют E3 область 

для увеличения пакующей емкости. На последнем этапе в вектор вставляют экспрессионную кассету. 

Способ получения экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма human 

adenovirus 5-го серотипа, заключается в том, что сначала конструируют плазмиду, содержащую два го-

мологичных участка генома аденовируса человека 5 серотипа, затем ее линеаризуют с помощью эндо-

нуклеазы рестрикции и смешивают с ДНК, выделенной из вирионов аденовируса человека 5 серотипа и 

проводят гомологичную рекомбинацию в клетках E. coli. В результате получают плазмиду, несущую 

геном аденовируса человека 5-го серотипа с делетированной Е1 областью. Затем с помощью методов 

генной инженерии удаляют E3 область для увеличения пакующей емкости. На последнем этапе в вектор 

вставляют экспрессионную кассету. 

Для достижения максимально эффективной индукции иммунных реакций авторы разработали раз-

личные варианты экспрессионных кассет. 

В качестве антигена во всех кассетах был выбран S белок (Spikeprotein) вируса SARS-CoV-2, кото-

рый был оптимизирован для экспрессии в клетках млекопитающих. S белок является одним из структур-

ных белков коронавируса. Он экспонирован на поверхности вирусной частицы и отвечает за связывание 

с рецептором ангиотензин-превращающего фермента II типа (Angiotensin-convertingenzyme 2, АСЕ2). 

Результаты проведенных исследований показали, что к данному белку формируются вирус-

нейтрализующие антитела, благодаря чему он является перспективным антигеном для создания фарма-

цевтического средства. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 1 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-

2 и сигнала полиаденилирования. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-

2 и сигнала полиаденилирования. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. 

Экспрессионная кассета SEQ ID NO: 4 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-

2 и сигнала полиаденилирования. 

Для подтверждения эффективности данного изобретения оценивали способность разработанных 

экспрессионных векторов индуцировать у животных иммунный ответ против вируса тяжелого острого 

респираторного синдрома SARS-CoV-2. 

Осуществление изобретения подтверждается следующими примерами. 

Пример 1. Получение экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма hu-

man adenovirus 26-го серотипа. 

На первом этапе работы был разработан дизайн плазмидной конструкции pAd26-Ends, несущей два 

участка, гомологичных геному аденовируса человека 26 серотипа (два плеча гомологии), и ген устойчи-

вости к ампициллину. Одно плечо гомологии представляет собой начало генома аденовируса человека 

26-го серотипа (от левого инвертированного концевого повтора до Е1-области) и последовательность 

вирусного генома, включающую pIX белок. Второе плечо гомологии содержит последовательность нук-

леотидов после ORF3 Е4 области до конца генома. Синтез конструкции pAd26-Ends осуществлялся ком-

панией ЗАО "Евроген" (Москва). 

Выделенную из вирионов ДНК аденовируса человека 26-го серотипа смешивали с pAd26-Ends. В 



037291 

- 3 - 

результате гомологичной рекомбинации между pAd26-Ends и вирусной ДНК была получена плазмида 

pAd26-dlE1, несущая геном аденовируса человека 26-го серотипа с делетированной Е1-областью. 

Затем в полученной плазмиде pAd26-dlE1 с использованием стандартных методов клонирования 

была заменена последовательность, содержащая открытую рамку считывания 6 (ORF6-Ad26), на анало-

гичную последовательность из генома аденовируса человека 5-го серотипа для того, чтобы аденовирус 

человека 26-го серотипа был способен эффективно размножаться в культуре клеток HEK293. В результа-

те была получена плазмида pAd26-dlE1-ORF6-Ad5. 

Далее с использованием стандартных генно-инженерных методов в сконструированной плазмиде 

pAd26-dlE1-ORF6-Ad5 была удалена E3-область генома аденовируса (примерно 3321 п.о. между генами 

pVIII и U-exon) для увеличения пакующей емкости вектора. В результате этого был получен рекомби-

нантный вектор pAd26-only-null на основе генома аденовируса человека 26-го серотипа с открытой рам-

кой считывания ORF6 аденовируса человека 5-го серотипа и с делецией Е1 и E3-областей. Материнская 

последовательность human adenovirus 26-го серотипа SEQ ID NO: 5. 

Кроме того, авторами было разработано несколько дизайнов экспрессионной кассеты: 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 1 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. 

На основе плазмидной конструкции pAd26-Ends генно-инженерным методом были получены кон-

струкции pArms-26-CMV-S-CoV2, pArms-26-CAG-S-CoV2, pArms-26-EF1-S-CoV2, содержащие экспрес-

сионные кассеты SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно, а также несущие плечи 

гомологии генома аденовируса 26-го серотипа. После этого, конструкции pArms-26-CMV-S-CoV2, 

pArms-26-CAG-S-CoV2, pArms-26-EF1-S-CoV2 линеаризовали по уникальному сайту гидролиза между 

плечами гомологии, каждую плазмиду смешивали с рекомбинантным вектором pAd26-only-null. В ре-

зультате гомологичной рекомбинации были получены плазмиды pAd26-only-CMV-S-CoV2, pAd26-only-

CAG-S-CoV2, pAd26-only-EF1-S-CoV2, несущие геном рекомбинантного аденовируса человека 26 серо-

типа с открытой рамкой считывания ORF6 аденовируса человека 5-го серотипа и с делецией Е1 и E3-

областей, с экспрессионной кассетой SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно. 

На четвертом этапе плазмиды pAd26-only-CMV-S-CoV2, pAd26-only-CAG-S-CoV2, pAd26-only-

EF1-S-CoV2 гидролизовали специфическими эндонуклеазами рестрикции для удаления векторной части. 

Полученными препаратами ДНК трансфицировали клетки культуры HEK293. 

Таким образом, был получен экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма 

human adenovirus 26-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заме-

нена на ORF6-Ad5 со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO:1, SEQ ID NO: 2, 

SEQ ID NO: 3. 

Пример 2. Получение экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма sim-

ian adenovirus 25-го серотипа. 

На первом этапе работы был разработан дизайн плазмидной конструкции pSim25-Ends, несущей 

два участка, гомологичных геному аденовируса обезьян 25-го серотипа (два плеча гомологии). Одно 

плечо гомологии представляет собой начало генома аденовируса обезьян 25-го серотипа (от левого ин-

вертированного концевого повтора до Е1-области) и последовательность от конца Е1-области до pIVa2 

белка. Второе плечо гомологии содержит последовательность конца генома аденовируса, включая пра-

вый инвертированный концевой повтор. Синтез конструкции pSim25-Ends осуществлялся компанией 

ЗАО "Евроген" (Москва). 

Выделенную из вирионов ДНК аденовируса обезьян 25-го серотипа смешивали с pSim25-Ends. В 

результате гомологичной рекомбинации между pSim25-Ends и вирусной ДНК была получена плазмида 

pSim25-dlE1, несущая геном аденовируса обезьян 25-го серотипа с делетированной Е1-областью. 

Далее с использованием стандартных генно-инженерных методов в сконструированной плазмиде 

pSim25-dlE1 была удалена E3 область генома аденовируса (3921 п.о. от начала гена 12,5К до гена 14,7К) 

для увеличения пакующей емкости вектора. В результате была получена плазмидная конструкция 

pSim25-null, кодирующая полный геном аденовируса обезьян 25-го серотипа с делецией Е1 и E3-

областей. Материнская последовательность simian adenovirus 25-го серотипа SEQ ID NO: 6. 

Кроме того, авторы разработали несколько дизайнов экспрессионной кассеты: 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 4 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. 

Далее генно-инженерным методом на основе плазмидной конструкции pSim25-Ends были получены 
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конструкции pArms-Sim25-CMV-S-CoV2, pArms-Sim25-CAG-S-CoV2, pArms-Sim25-EF1-S-CoV2, содер-

жащие экспрессионные кассеты SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно, а также 

несущие плечи гомологии из генома аденовируса обезьян 25-го серотипа. После этого, конструкции 

pArms-Sim25-CMV-S-CoV2, pArms-Sim25-CAG-S-CoV2, pArms-Sim25-EF1-S-CoV2 линеаризовали по 

уникальному сайту гидролиза между плечами гомологии, каждую плазмиду смешивали с рекомбинант-

ным вектором pSim25-null. В результате гомологичной рекомбинации были получены рекомбинантные 

плазмидные векторы pSim25-CMV-S-CoV2, pSim25-CAG-S-CoV2, pSim25-EF1-S-CoV2, содержащие 

полный геном аденовируса обезьян 25-го серотипа с делецией Е1 и E3-областей и экспрессионную кас-

сету SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно. 

На третьем этапе плазмиды pSim25-CMV-S-CoV2, pSim25-CAG-S-CoV2, pSim25-EF1-S-CoV2 гид-

ролизовали специфической эндонуклеазой рестрикции для удаления векторной части. Полученными 

препаратами ДНК трансфицировали клетки культуры HEK293. Полученный материал был использован 

для накопления препаративных количеств рекомбинантных аденовирусов. 

В результате были получены рекомбинантные аденовирусы человека 25 серотипа, содержащие ген 

S белка вируса SARS-CoV-2: simAd25-CMV-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 

4), simAd25-CAG-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 2), simAd25-EF1-S-CoV2 

(содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 3). 

Таким образом, был получен экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма 

simian adenovirus 25-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессион-

ной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3. 

Пример 3. Получение экспрессионного вектора, содержащего геном рекомбинантного штамма hu-

man adenovirus 5-го серотипа. 

На первом этапе работы был разработан дизайн плазмидной конструкции pAd5-Ends, несущей два 

участка, гомологичных геному аденовируса человека 5-го серотипа (два плеча гомологии). Одно плечо 

гомологии представляет собой начало генома аденовируса человека 5-го серотипа (от левого инвертиро-

ванного концевого повтора до Е1-области) и последовательность вирусного генома, включающую pIX 

белок. Второе плечо гомологии содержит последовательность нуклеотидов после ORF3 Е4-области до 

конца генома. Синтез конструкции pAd5-Ends осуществлялся компанией ЗАО "Евроген" (Москва). 

Выделенную из вирионов ДНК аденовируса человека 5-го серотипа смешивали с pAd5-Ends. В ре-

зультате гомологичной рекомбинации между pAd5-Ends и вирусной ДНК была получена плазмида pAd5-

dlE1, несущая геном аденовируса человека 5-го серотипа с делетированной Е1-областью. 

Далее с использованием стандартных генно-инженерных методов в сконструированной плазмиде 

pAd5-dlE1 была удалена E3 область генома аденовируса (2685 п.о. от конца гена 12,5К до начала после-

довательности U-exon) для увеличения пакующей емкости вектора. В результате этого был получен ре-

комбинантный плазмидный вектор pAd5-too-null на основе генома аденовируса человека 5-го серотипа с 

делецией Е1 и E3 областей генома. Материнская последовательность human adenovirus 5-го серотипа 

SEQ ID NO: 7. Кроме того, авторы разработали несколько дизайнов экспрессионной кассеты: 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 1 состоит из CMV промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 2 состоит из CAG промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования; 

экспрессионная кассета SEQ ID NO: 3 состоит из EF1 промотора, гена S белка вируса SARS-CoV-2 

и сигнала полиаденилирования. 

Далее генно-инженерным методом на основе плазмидной конструкции pAd5-Ends были получены 

конструкции pArms-Ad5-CMV-S-CoV2, pArms-Ad5-CAG-S-CoV2, pArms-Ad5-EF1-S-CoV2, содержащие 

экспрессионные кассеты SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно, а также несу-

щие плечи гомологии из генома аденовируса 5-го серотипа. 

После этого, конструкции pArms-Ad5-CMV-S-CoV2, pArms-Ad5-CAG-S-CoV2, pArms-Ad5-EF1-S-

CoV2 лианеризовали по уникальному сайту гидролиза между плечами гомологи, каждую плазмиду сме-

шивали с рекомбинантным вектором pAd5-too-null. В результате гомологичной рекомбинации были по-

лучены плазмиды pAd5-too-CMV-S-CoV2, pAd5-too-GAC-S-CoV2, pAd5-too-EF1-S-CoV2, несущие геном 

рекомбинантного аденовируса человека 5-го серотипа с делецей Е1 и E3 областей и экспрессионные кас-

сеты SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 или SEQ ID NO: 3 соответственно. 

На четвертом этапе плазмиды pAd5-too-CMV-S-CoV2, pAd5-too-GAC-S-CoV2, pAd5-too-EF1-S-

CoV2 гидролизовали специфической эндонуклеазой рестрикции для удаления векторной части. Полу-

ченным препаратом ДНК трансфицировали клетки культуры HEK293. Полученный материал был ис-

пользован для накопления препаративных количеств рекомбинантного аденовируса. 

В результате были получены рекомбинантные аденовирусы человека 5-го серотипа, содержащие 

ген S белка вируса SARS-CoV-2: Ad5-CMV-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 

1), Ad5-CAG-S-CoV2 (содержащий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 2), Ad5-EF1-S-CoV2 (содержа-

щий экспрессионную кассету SEQ ID NO: 3). 

Таким образом, был получен экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма 
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human adenovirus 5-го серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области со встроенной экспрессионной 

кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO:3. 

Пример 4. Проверка экспрессии гена S белка SARS-CoV-2 разработанными экспрессионными век-

торами в клетках линии HEK293. 

Целью данного эксперимента была проверка способности сконструированных рекомбинантных 

аденовирусов экспрессировать ген S белка вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-

CoV-2 в клетках млекопитающих. 

Клетки HEK293 культивировали в среде DMEM с добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-

ротки в инкубаторе при температуре 37°C и 5% CO2. Клетки помещали на 35-мм 2 культуральные чашки 

Петри и инкубировали в течение суток до достижения 70% конфлюэнтности. Исследуемые препараты 

экспрессионных векторов добавляли по отдельности. Таким образом были получены следующие группы: 

1) Ad26-CMV-S-CoV2; 

2) Ad26-CAG-S-CoV2; 

3) Ad26-EF1-S-CoV2; 

4) Ad26-null; 

5) simAd25-CMV-S-CoV2; 

6) simAd25-CAG-S-CoV2; 

7) simAd25-EF1-S-CoV2; 

8) simAd25-null; 

9) Ad5-CMV-S-CoV2; 

10) Ad5-CAG-S-CoV2; 

11) Ad5-EF1-S-CoV2; 

12) Ad5-null; 

13) фосфатно-солевой буфер. 

Через 2 суток после трансдукции клетки собрали, лизировали в 0,5 мл однократного буфера CCLR 

(Promega), лизат развели карбонат-бикарбонатным буфером и внесли в лунки планшета для ИФА. Инку-

бировали планшет в течение ночи 4°C. 

Далее промыли лунки планшета однократным буфером для промывки трижды объемом 200 мкл на 

лунку, а затем внесли по 100 мкл блокирующего буфера, накрыли крышкой и инкубировали 1 ч 37°C на 

шейкере при 400 об/мин. Далее промыли лунки планшета однократным буфером для промывки трижды 

объемом 200 мкл на лунку и внесли по 100 мкл сыворотки крови реконвалесцента. Накрыли планшет 

крышкой и инкубировали при комнатной температуре на шейкере при 400 об/мин в течение 2 ч. Далее 

промыли лунки планшета однократным буфером для промывки трижды объемом 200 мкл на лунку, за-

тем внесли 100 мкл раствора вторичных антител, конъюгированных с биотином. Накрыли планшет 

крышкой и инкубировали при комнатной температуре на шейкере при 400 об/мин в течение 2 ч. Далее 

приготовили раствор стрептавидина, конъюгированного с пероксидазой хрена. Для этого развели конъю-

гат объемом 60 мкл в 5,94 мл буфера для анализа. Промыли лунки планшета дважды однократным буфе-

ром для промывки объемом 200 мкл на лунку и во все лунки планшета внесли по 100 мкл раствора 

стрептавидина, конъюгированного с пероксидазой хрена. Планшет инкубировали при комнатной темпе-

ратуре на шейкере при 400 об/мин в течение 1 ч. Затем лунки планшета промыли дважды однократным 

буфером для промывки объемом 200 мкл на лунку и во все лунки планшета внесли по 100 мкл ТМБ суб-

страта и инкубировали в темноте при комнатной температуре 10 мин, а затем добавили во все лунки по 

100 мкл останавливающего раствора. Значение оптической плотности определяли измерением на план-

шетном спектрофотометре (Multiskan FC, Thermo) при длине волны 450 нм. Результаты эксперимента 

представлены в табл. 1. 

Таблица 1 

Результаты эксперимента по проверке экспрессии гена S белка SARS-CoV-2 в  

клетках линии HEK293 после добавления разработанных экспрессионных векторов 
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Среднее значение оптической плотности при длине волны 450 нм. 

Как видно из полученных данных, во всех клетках, трансдуцированных разработанными экспресси-

онными векторами, наблюдалась экспрессия целевого S белка SARS-CoV-2. 

Пример 5. Определение эффективности иммунизации животных разработанными экспрессионными 

векторами. 

Одной из основных характеристик эффективности иммунизации является титр антител. В примере 

представлены данные, касающиеся изменения титра антител против гликопротеина SARS-CoV-2 через 

21 день после иммунизации. 

В эксперименте использовались млекопитающие - мыши линии BALB/c, самки 18 г. Все животные 

были разделены на 13 групп по 5 животных, которым внутримышечно вводили разработанный экспрес-

сионный вектор в дозе 10
8
 вирусных частиц/100 мкл. Таким образом были получены следующие группы 

животных: 

14) Ad26-CMV-S-CoV2; 

15) Ad26-CAG-S-CoV2; 

16) Ad26-EF1-S-CoV2; 

17) Ad26-null; 

18) simAd25-CMV-S-CoV2; 

19) simAd25-CAG-S-CoV2; 

20) simAd25-EF1-S-CoV2; 

21) simAd25-null; 

22) Ad5-CMV-S-CoV2; 

23) Ad5-CAG-S-CoV2; 

24) Ad5-EF1-S-CoV2; 

25) Ad5-null; 

26) фосфатно-солевой буфер. 

Через три недели у животных отбирали кровь из хвостовой вены и выделяли сыворотку крови. Титр 

антител определяли методом иммуноферментного анализа (ИФА) по следующему протоколу. 

Белок (S) адсорбировали на лунках 96-луночного планшета для ИФА в течение 16 ч при температу-

ре 4°C. 

Далее для избавления от неспецифического связывания осуществилась "забивка" планшета 5% мо-

локом, растворенном в TPBS в объеме 100 мкл на лунку. Инкубировали на шейкере при температуре 

37°C на протяжении 1 ч. 

Методом 2-кратных разведений разводили образцы сыворотки иммунизированных мышей. Всего 

было приготовлено 12 разведений каждого образца. 

Добавляли по 50 мкл каждого разведенного образца сыворотки в лунки планшета. 

Далее проводили инкубацию в течение 1 ч при 37°C. 

После инкубации проводилась трехкратная промывка лунок фосфатным буфером. 

Затем добавляли вторичные антитела против иммуноглобулинов мыши, конъюгированные с перок-

сидазой хрена. 

Далее проводили инкубацию в течение 1 ч при 37°C. 

После инкубации проводилась трехкратная промывка лунок фосфатным буфером. 

Затем добавили раствор тетраметилбензидина (ТМВ), который является субстратом пероксидазы 

хрена и в результате реакции превращается в окрашенное соединение. Реакцию останавливали через 15 

мин добавлением серной кислоты. Далее с помощью спектрофотометра измеряли оптическую плотность 

раствора (OD) в каждой лунке при длине волны 450 нм. 

Титр антител определяли как последнее разведение, в котором оптическая плотность раствора была 



037291 

- 7 - 

достоверно выше, чем в группе отрицательного контроля. Полученные результаты (среднее геометриче-

ское значение) представлены в табл. 2. 

Таблица 2 

Титр антител к белку S в сыворотке крови мышей  

(среднее геометрическое значение титра антител) 

 

 
Как видно из представленных данных, все разработанные экспрессионные векторы индуцируют ус-

тойчивый иммунный ответ к гликопротеину SARS-CoV-2, а также наличие биологически эффективного 

протективного титра антител к гликопротеину SARS-CoV-2. Таким образом, они могут применяться для 

создания иммунобиологического средства для индукции специфического иммунитета против вируса тя-

желого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2. 

Таким образом, поставленная техническая задача, а именно индукция устойчивого иммунного отве-

та к гликопротеину SARS-CoV-2, а также наличие биологически эффективного протективного титра ан-

тител к гликопротеину SARS-CoV-2, достигнута, что подтверждается приведенными примерами. 

Промышленная применимость 

Все приведенные примеры подтверждают эффективность экспрессионных векторов, возможность 

их применения для создания иммунобиологического средства для индукции специфического иммунитета 

против вируса тяжелого острого респираторного синдрома SARS-CoV-2 и промышленную примени-

мость. 
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Перечень последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма human adenovirus 26-го 

серотипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, а область ORF6-Ad26 заменена на ORF6-Ad5, со 

встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

2. Экспрессионный вектор по п.1, отличающийся тем, что в качестве материнской последователь-

ности human adenovirus 26-го серотипа была использована последовательность SEQ ID NO: 5. 

3. Экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма simian adenovirus 25-го се-

ротипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из 

SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

4. Экспрессионный вектор по п.3, отличающийся тем, что в качестве материнской последователь-

ности simian adenovirus 25-го серотипа была использована последовательность SEQ ID NO: 6. 

5. Экспрессионный вектор, содержащий геном рекомбинантного штамма human adenovirus 5-го се-

ротипа, в котором делетированы Е1 и E3 области, со встроенной экспрессионной кассетой, выбранной из 

SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3. 

6. Экспрессионный вектор по п.5, отличающийся тем, что в качестве материнской последователь-

ности human adenovirus 5-го серотипа была использована последовательность SEQ ID NO: 7. 

7. Применение экспрессионного вектора по пп.1-6 для создания иммунобиологического средства 

для индукции специфического иммунитета против вируса тяжелого острого респираторного синдрома 

SARS-CoV-2. 

 
Евразийская патентная организация, ЕАПВ 

Россия, 109012, Москва, Малый Черкасский пер., 2 
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