
03
90

01
   

 B
9

039001    B
9

Примечание: библиография отражает состояние при переиздании

(19) Евразийское
патентное
ведомство

(11) 039001 (13) B9

(12) ИСПРАВЛЕННОЕ ОПИСАНИЕ ИЗОБРЕТЕНИЯ К
ЕВРАЗИЙСКОМУ ПАТЕНТУ

(15) Информация об исправлении
Версия исправления: 1 (W1 B1)
исправления в формуле: п.6, 14

(48) Дата публикации исправления

2021.12.27, Бюллетень №12'2021
(45) Дата публикации и выдачи патента

2021.11.19
(21) Номер заявки

201792648
(22) Дата подачи заявки

2016.06.10

(51)  Int. Cl. A61K 39/235 (2006.01)
C07K 14/075 (2006.01)
C12N 15/861 (2006.01)
A61K 39/12 (2006.01)
A61K 39/00 (2006.01)

(54) АДЕНОВИРУСНЫЕ ПОЛИНУКЛЕОТИДЫ И ПОЛИПЕПТИДЫ

(31) 1510357.5; PCT/EP2015/063248;
1514772.1

(32) 2015.06.12; 2015.06.12; 2015.08.19
(33) GB; EP; GB
(43) 2018.07.31
(86) PCT/EP2016/063297
(87) WO 2016/198599 2016.12.15
(71)(73) Заявитель и патентовладелец:

ГЛАКСОСМИТКЛАЙН
БАЙОЛОДЖИКАЛС С.А. (BE)

(72) Изобретатель:
Аммендола Вирджиниа, Коллока
Стефано, Кортезе Риккардо, Грациоли
Фабьяна, Никозиа Альфредо, Вителли
Алессандра (BE)

(74) Представитель:
Поликарпов А.В., Соколова М.В.,
Путинцев А.И., Черкас Д.А., Игнатьев
А.В. (RU)

(56)  WO-A2-2005071093
WO-A2-2009105084
WO-A2-2009136977
WO-A1-2010085984
WO-A2-2010086189
WO-A1-2009146902

(57) Предложен, в частности, выделенный полинуклеотид, который кодирует полипептид, выбранный
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SEQ ID NO: 1, (б) функционального производного полипептида, имеющего аминокислотную
последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную
последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении
аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1, и (в) полипептида, имеющего
аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3.
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Область изобретения 

Настоящее изобретение относится к последовательностям выделенных полинуклеотидов и поли-

пептидов, имеющих происхождение из нового аденовируса шимпанзе ChAd155, а также к рекомбинант-

ным полинуклеотидам, векторам, аденовирусам и композициям, содержащим указанные полинуклеотид-

ные и полипептидные последовательности. 

Предшествующий уровень техники 

Аденовирусы широко применяли для переноса генов благодаря их способности выполнять высоко-

эффективный перенос генов в различных тканях-мишенях и большой емкости в отношении трансгена. 

Обычно осуществляют делецию генов Е1 аденовируса и заменяют их трансгенной кассетой, состоящей 

из выбранного промотора, последовательности кДНК (комплементарная ДНК) гена, представляющего 

интерес, и сигнала поли-А, в результате чего получается дефектный по репликации рекомбинантный 

аденовирус. 

Рекомбинантные аденовирусы являются полезными в генной терапии и в качестве вакцин. При раз-

работке генетических вакцин вирусные векторы на основе аденовируса шимпанзе являются альтернати-

вой применению Ad-векторов (векторов на основе аденовирусов), выделенных у человека. Аденовирусы, 

выделенные у шимпанзе, близкородственны аденовирусам, выделенным у человека, о чем свидетельст-

вует их эффективное размножение в клетках человеческого происхождения. Однако поскольку аденови-

русы человека и шимпанзе являются близкородственными, между двумя видами вирусов возможна серо-

логическая перекрестная реактивность. 

Существует потребность в векторах, которые будут эффективно доставлять молекулы к мишени и 

минимизировать влияние уже существующего в популяции иммунитета к отдельным аденовирусным 

серотипам. Одним аспектом уже существующего иммунитета, который наблюдается у человека, является 

гуморальный иммунитет, который может вызывать выработку и персистирование антител, специфиче-

ских к аденовирусным белкам. Гуморальный ответ, вызываемый аденовирусом, преимущественно на-

правлен против трех основных структурных белков капсида: фибриллы, пентона и гексона. 

Векторы, композиции и способы по настоящему изобретению могут обладать одной или более 

улучшенными характеристиками относительно предшествующего уровня техники, включая более высо-

кую продуктивность, улучшенную иммуногенность и повышенную экспрессию трансгена, но не ограни-

чиваясь ими. Векторы по данному изобретению могут найти применение в экспрессии одного или более 

иммуногенов, полезных для иммунизации человека или не являющегося человеком животного против 

патогена. 

Респираторный синцитиальный вирус (RSV) является высокозаразным патогеном человека, вызы-

вающим инфекции дыхательных путей у людей всех возрастов. На протяжении первого года жизни 50-

70% младенцев оказываются инфицированными RSV и, по существу, у всех детей имеется инфекция 

RSV ко второму дню рождения. Риск тяжелой ассоциированной с RSV инфекции нижних дыхательных 

путей (LRTI) является наибольшим у младенцев в возрасте младше 6 месяцев и является ведущей причи-

ной госпитализации. Инфекция RSV не обеспечивает полноценный защитный иммунитет. Симптомати-

ческие реинфекции RSV часто возникают в более позднем возрасте и продолжаются в течение жизни 

взрослого человека. Как правило, такие реинфекции остаются недиагностированными, поскольку они 

обычно присутствуют как обыкновенные острые инфекции верхних дыхательных путей. У более уязви-

мых лиц (например, у взрослых с ослабленным иммунитетом или у пожилых) реинфекции могут также 

приводить к тяжелому заболеванию. 

В настоящее время вакцин против RSV не существует, а лечение заболевания RSV в основном яв-

ляется симптоматическим и поддерживающим. Противовирусное лекарственное средство рибавирин в 

настоящее время является единственной одобренной антивирусной терапией для лечения RSV, однако 

его применение ограничивается тяжелыми требующими госпитализации случаями заболевания вследст-

вие существующей неопределенности относительно его эффективности, трудности введения (аэрозоль) и 

высокой стоимости [American Academy of Pediatrics Subcommittee on Diagnosis and Management of Bron-

chiolitis, 2006]. Специфические в отношении RSV моноклональные антитела (паливизумаб, Synagis, 

Medimmune) показаны для предупреждения серьезных требующих госпитализации LRTI, вызванных 

RSV, у детей с высоким риском заболевания RSV, однако они не показаны или не рекомендованы для 

общей здоровой популяции детей вследствие высокой стоимости и необходимости повторного введения. 

В конце 1960-х инактивированная формалином цельная вакцина из вируса RSV (FI-RSV), протести-

рованная в клинических исследованиях, привела к более тяжелым клиническим симптомам при после-

дующем естественном инфицировании RSV у детей в возрасте младше двух лет [Kim, 1969; Chin, 1969]). 

Этот опыт привел к усилению опасений в отношении безопасности кандидатных педиатрических вакцин 

против RSV. С тех пор были проведены и продолжают проводиться исследования нескольких экспери-

ментальных вакцин, включая живые аттенуированные вакцины на основе вирусов, а также вакцины на 

основе очищенных или рекомбинантных вирусных белков. Однако лицензированной вакцины для пре-

дупреждения заболевания RSV по-прежнему не существует. 

Краткое изложение сущности изобретения 

Предложен выделенный полинуклеотид, который кодирует полипептид, выбранный из группы, со-
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стоящей из 

(а) полипептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, 

(б) функционального производного полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 1, и 

(в) полипептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3. 

Также предложен рекомбинантный полинуклеотид, содержащий полинуклеотид, выбранный из 

группы, состоящей из 

(а) полинуклеотида, кодирующего полипептид, имеющий аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, 

(б) полинуклеотида, кодирующего функциональное производное полипептида, имеющего амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 1, и 

(в) полинуклеотида, кодирующего полипептид, имеющий аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 3. 

Также предложен рекомбинантный вектор, содержащий полинуклеотид, выбранный из группы, со-

стоящей из 

(а) полинуклеотида, кодирующего полипептид, имеющий аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, 

(б) полинуклеотида, кодирующего функциональное производное полипептида, имеющего амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 1, и 

(в) полинуклеотида, кодирующего полипептид, имеющий аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 3. 

Также предложен рекомбинантный аденовирус, содержащий по меньшей мере один полинуклеотид 

или полипептид, выбранный из группы, состоящей из 

(а) полинуклеотида, кодирующего полипептид, имеющий аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, 

(б) полинуклеотида, кодирующего функциональное производное полипептида, имеющего амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 1, 

(в) полинуклеотида, кодирующего полипептид, имеющий аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 3, 

(г) полипептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, 

(д) функционального производного полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 1, и 

(е) полипептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3. 

Также предложена композиция, содержащая по меньшей мере одно из следующего: 

(а) полинуклеотид, кодирующий полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 1, 

(б) полинуклеотид, кодирующий функциональное производное полипептида, имеющего аминокис-

лотную последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 1, 

(в) полинуклеотид, кодирующий полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 3, 

(г) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, 

(д) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 1, 

(е) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3, 

(ж) вектор, содержащий полинуклеотид, описанный в (а), (б) или (в) выше, и 

(з) рекомбинантный аденовирус, содержащий полинуклеотид, описанный в (а), (б) или (в) выше, 

и фармацевтически приемлемый эксципиент. 

Также предложена клетка, содержащая по меньшей мере одно из следующего: 
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(а) полинуклеотид, кодирующий полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 1, 

(б) полинуклеотид, кодирующий функциональное производное полипептида, имеющего аминокис-

лотную последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокис-

лотной последовательности SEQ ID NO: 1, 

(в) полинуклеотид, кодирующий полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ 

ID NO: 3, 

(г) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, 

(д) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 1, 

(е) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3, 

(ж) вектор, содержащий полинуклеотид, описанный в (а), (б) или (в) выше, и 

(з) рекомбинантный аденовирус, содержащий полинуклеотид, описанный в (а), (б) или (в) выше. 

Также предложен выделенный аденовирусный полипептид, выбранный из группы, состоящей из 

(а) полипептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, 

(б) функционального производного полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 1, и 

(в) полипептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3. 

Также предложены выделенный полинуклеотид, вектор, рекомбинантный аденовирус, композиция 

или клетка, содержащие последовательность SEQ ID NO: 6 или состоящие из последовательности SEQ 

ID NO: 6. 

Краткое описание графических материалов 

Фиг. 1А-В - выравнивание последовательностей белка фибриллы указанных аденовирусов обезьян. 

ChAd3 (SEQ ID NO: 27), 

PanAd3 (SEQ ID NO: 28), 

ChAd17 (SEQ ID NO: 29), 

ChAd19 (SEQ ID NO: 30), 

ChAd24 (SEQ ID NO: 31), 

ChAd155 (SEQ ID NO: 1), 

ChAd11 (SEQ ID NO: 32), 

ChAd20 (SEQ ID NO: 33), 

ChAd31 (SEQ ID NO: 34), 

PanAd1 (SEQ ID NO: 35), 

PanAd2 (SEQ ID NO: 36). 

Фиг. 2 - блок-схема получения конкретных ChAd155 ВАС (искусственная бактериальная хромосо-

ма) и плазмидных векторов. 

Фиг. 3 - схематическое изображение челночного вектора ВАС для клонирования ChAd вида С 

#1365. 

Фиг. 4 - схематическое изображение pArsChAd155 Ad5E4orf6-2 (#1490). 

Фиг. 5 - схематическое изображение pChAd155/RSV. 

Фиг. 6 - схематическое изображение ВАС ChAd155/RSV. 

Фиг. 7 - продуктивность в отношении векторов ChAd3 и ChAd155, экспрессирующих трансген HIV 

Gag (эксперимент 1). 

Фиг. 8 - продуктивность в отношении векторов ChAd3 и ChAd155, экспрессирующих трансген HIV 

Gag (эксперимент 2). 

Фиг. 9 - продуктивность в отношении векторов PanAd3 и ChAd155, экспрессирующих трансген 

RSV (респираторный синцитиальный вирус). 

Фиг. 10 - уровни экспрессии векторов ChAd3 и ChAd155, экспрессирующих трансген HIV Gag. 

Фиг. 11 - уровни экспрессии векторов PanAd3 и ChAd155, экспрессирующих трансген HIV Gag - ве-

стерн-блот. 

Фиг. 12 - иммуногенность векторов ChAd3 и ChAd155, экспрессирующих трансген HIV Gag - 

IFN(интерферон)-γ ELISpot. 

Фиг. 13 - иммуногенность векторов PanAd3 и ChAd155, экспрессирующих трансген HIV Gag - IFN-γ 

ELISpot. 

Фиг. 14 - схематическое изображение синтетического фрагмента ДНК, использованного для экс-

прессии антигенов RSV вектором ChAd155-RSV. 
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Фиг. 15 - титры антитела к белку F, индуцированного ChAd155-RSV и PanAd3-RSV, у мышей 

BALB/c. 

Фиг. 16 - титры RSV в назальных тканях (А) и гомогенатах легких (В), нейтрализующее антитело 

RSV (С) и показатель патологии (D) после заражения вирусом. 

Фиг. 17 - кинетика индуцирования bRSV-специфического IgG (А) и нейтрализующих RSV антител 

(В). Символы обозначают среднее геометрическое для каждой группы, а планки погрешностей обозна-

чают 95% доверительные интервалы среднего геометрического. 

Фиг. 18 - кинетика средних вирусных титров в назофарингеальных мазках, обнаруживаемых до 6 

суток после заражения bRSV. 

Фиг. 19 - влияние вакцинации на репликацию bRSV в нижних дыхательных путях. 

Фиг. 20 - влияние вакцинации на крупные уплотнения легочной ткани через 6 суток после зараже-

ния bRSV. 

Фиг. 21 - влияние вакцинации на легочный воспалительный ответ через 6 суток после заражения 

bRSV. 

Описание последовательностей 

SEQ ID NO: 1 - полипептидная последовательность фибриллы ChAd155, 

SEQ ID NO: 2 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая фибриллу ChAd155, 

SEQ ID NO: 3 - полипептидная последовательность пентона ChAd155, 

SEQ ID NO: 4 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая пентон ChAd155, 

SEQ ID NO: 5 - полипептидная последовательность гексона ChAd155, 

SEQ ID NO: 6 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая гексон ChAd155, 

SEQ ID NO: 7 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая ChAd155#1434, 

SEQ ID NO: 8 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая ChAd155#1390, 

SEQ ID NO: 9 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая ChAd155#1375, 

SEQ ID NO: 10 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая ChAd155 дикого типа, 

SEQ ID NO: 11 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая ChAd155/RSV, 

 SEQ ID NO: 12 - полинуклеотидная последовательность, кодирующая промотор CASI, 

SEQ ID NO: 13 - полинуклеотидная последовательность 1 праймера Ad5orf6, 

SEQ ID NO: 14 - полинуклеотидная последовательность 2 праймера Ad5orf6,  

SEQ ID NO: 15 - полинуклеотидная последовательность 1 праймера BAC/CHAd155 ∆E1_TetO 

hCMV RpsL-Kana, 

SEQ ID NO: 16 - полинуклеотидная последовательность 2 праймера BAC/CHAd155 ∆E1_TetO 

hCMV RpsL-Kana (#1375), 

SEQ ID NO: 17 - полинуклеотидная последовательность праймера 1021-FW E4 Del Step 1, 

SEQ ID NO: 18 - полинуклеотидная последовательность праймера 1022-RW E4 Del Stepi, 

SEQ ID NO: 19 - полинуклеотидная последовательность праймера 1025-FW E4 Del Step2, 

SEQ ID NO: 20 - полинуклеотидная последовательность праймера 1026-RW E4 Del Step2, 

SEQ ID NO: 21 - полинуклеотидная последовательность праймера 91-SubMonte FW, 

SEQ ID NO: 22 - полинуклеотидная последовательность праймера 890-BghPolyA RW, 

SEQ ID NO: 23 - полинуклеотидная последовательность праймера CMVfor, 

SEQ ID NO: 24 - полинуклеотидная последовательность праймера CMVrev, 

SEQ ID NO: 25 - полинуклеотидная последовательность зонда CMVFAM-TAMRA для qPCR, 

SEQ ID NO: 26 - полинуклеотидная последовательность посттранскрипционного регуляторного 

элемента вируса гепатита сурков (WPRE), 

SEQ ID NO: 27 - аминокислотная последовательность белка фибриллы ChAd3, 

SEQ ID NO: 28 - аминокислотная последовательность белка фибриллы PanAd3, 

SEQ ID NO: 29 - аминокислотная последовательность белка фибриллы ChAd17, 

SEQ ID NO: 30 - аминокислотная последовательность белка фибриллы ChAd19, 

SEQ ID NO: 31 - аминокислотная последовательность белка фибриллы ChAd24, 

SEQ ID NO: 32 - аминокислотная последовательность белка фибриллы ChAd11, 

SEQ ID NO: 33 - аминокислотная последовательность белка фибриллы ChAd20, 

SEQ ID NO: 34 - аминокислотная последовательность белка фибриллы ChAd31, 

SEQ ID NO: 35 - аминокислотная последовательность белка фибриллы PanAd1, 

SEQ ID NO: 36 - аминокислотная последовательность белка фибриллы PanAd2, 

SEQ ID NO: 37 - аминокислотная последовательность RSV F∆TM-N-M2-1, 

SEQ ID NO: 38 - полинуклеотидная последовательность HIV Gag. 

Подробное описание изобретения 

Аденовирус. 

Аденовирусы имеют характерную морфологию с икосаэдрическим капсидом, содержащим три ос-

новных белка: гексон (II), основание пентона (III) и булавовидная фибрилла (IV), а также несколько дру-

гих минорных белков VI, VIII, IX, IIIa и IVa2. Вирусный геном представлен линейной двуцепочечной 
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ДНК. Вирусная ДНК находится в тесной связи с высокоосновным белком VII и малым пептидом рХ (ра-

нее обозначавшимся µ). Другой белок, V, упакован в этом комплексе ДНК-белок и обеспечивает струк-

турную связь с капсидом через белок VI. Вирус также содержит кодируемую вирусом протеазу, которая 

необходима для процессинга некоторых структурных белков для продуцирования зрелого инфекционно-

го вируса. 

Аденовирусный геном хорошо охарактеризован. Общая организация генома аденовирусов обычно 

консервативна в том, что определенные открытые рамки считывания имеют одинаковое расположение, 

например расположение генов Е1А, Е1В, Е2А, Е2В, Е3, Е4, L1, L2, L3, L4 и L5 каждого вируса. С каж-

дой стороны на концах аденовирусного генома содержится последовательность, известная как инверти-

рованный концевой повтор (ITR), необходимая для вирусной репликации. Вирус также содержит коди-

руемую вирусом протеазу, которая необходима для процессинга некоторых структурных белков, тре-

бующихся для продуцирования инфекционных вирионов. Структуру аденовирусного генома описывают 

на основании порядка экспрессии вирусных генов после трансдукции клеток-хозяев. Более конкретно, 

вирусные гены обозначают как ранние (Е) или поздние (L) гены в зависимости от того, происходит ли их 

транскрипция до или после начала репликации ДНК. На ранней фазе трансдукции экспрессируются гены 

аденовируса Е1А, Е1В, Е2А, Е2В, Е3 и Е4, чтобы подготовить клетку-хозяин к вирусной репликации. На 

поздней фазе инфекции активируется экспрессия поздних генов L1-L5, которые кодируют структурные 

компоненты вирусных частиц. 

Аденовирусы являются видоспецифичными, и у разных видов млекопитающих были выделены раз-

личные серотипы, т.е. типы вируса, которые не подвергаются перекрестной нейтрализации антителами. 

Например, у человека было выделено более 50 серотипов, которые делят на шесть подгрупп (A-F; В под-

разделяют на В1 и В2) на основании гомологии последовательностей и их способности вызывать агглю-

тинацию эритроцитов (Tatsis and Ertl Molecular Therapy (2004) 10:616-629). У обезьян, не являющихся 

человеком, таких как шимпанзе, бонобо, макаки резус и гориллы, выделили множество аденовирусов, 

которые классифицировали на такие же группы, как у человека, на основании филогенетических связей, 

установленных на основании последовательностей гексона или фибриллы (Colloca et al. (2012) Science-

Translational Medicine 4:1-9; Roy et al. (2004) Virology 324: 361-372; Roy et al. (2010) Journal of Gene Medi-

cine 13:17-25). 

Белки капсида аденовируса, включая белок фибриллу, и полинуклеотиды, кодирующие указанные 

белки. 

Как упоминалось выше, аденовирусный капсид содержит три основных белка, гексон, пентон и 

фибриллу. Гексон составляет большинство структурных компонентов капсида, который состоит из 240 

тримерных гексоновых капсомеров и 12 оснований пентона. Гексон имеет три консервативных двойных 

цилиндра, а на его вершине находятся три бугорка, каждый из которых содержит петлю из каждой субъ-

единицы, которые формируют большую часть капсида. Основание гексона у разных серотипов аденови-

руса является высококонсервативным, тогда как поверхностные петли вариабельны (Tatsis and Ertl Mo-

lecular Therapy (2004) 10:616-629). 

Пентон представляет собой другой белок капсида аденовируса, который формирует пентамерное 

основание, к которому присоединяется фибрилла. Тримерный белок фибрилла отходит от основания 

пентона в каждой из 12 вершин капсида и имеет булавовидную структуру. Наличие длинного тонкого 

белка фибриллы является важным отличием поверхности аденовирусных капсидов от большинства дру-

гих икосаэдрических вирусов. Основная роль белка фибриллы заключается в прикреплении вирусного 

капсида к клеточной поверхности путем его взаимодействия с клеточным рецептором. 

Белки фибриллы аденовирусов многих серотипов имеют схожую архитектуру: N-концевой хвост, 

центральный стебель, построенный из повторяющихся последовательностей, и С-концевой глобулярный 

домен, образующий шаровидное утолщение (или "головку"). Центральный стеблевой домен состоит из 

вариабельного числа β-повторов. β-повторы соединяются, образуя продолговатую структуру из трех 

скрученных спиральных слоев, которые являются очень жесткими и стабильными. Стебель соединяет N-

концевой хвост с глобулярной шаровидной структурой, которая отвечает за взаимодействие с клеточным 

рецептором-мишенью. Глобулярная природа шаровидного домена аденовируса обеспечивает большие 

поверхности для латерального и апикального связывания с рецептором. Благодаря такой архитектуре 

рецептор-связывающий сайт отстоит далеко от вирусного капсида, таким образом вирус освобождается 

от стерических препятствий, представленных относительно плоской поверхностью капсида. 

Несмотря на сходство общей архитектуры фибрилл аденовирусов многих серотипов, их аминокис-

лотные последовательности вариабельны, что влияет на их функцию, а также на структуру. Например, 

ряд областей, экспонированных на поверхности шаровидного утолщения фибриллы, представляют легко 

адаптирующиеся сайты связывания рецепторов. Глобулярная форма шаровидного утолщения фибриллы 

позволяет рецепторам связываться по бокам или на вершине шаровидного утолщения фибриллы. Эти 

сайты связывания обычно располагаются в экспонированных на поверхности петлях, соединяющих β-

слои, консервативность которых среди аденовирусов человека мала. Экспонированные боковые цепи 

этих петель обеспечивают разнообразие характеристик поверхности шаровидного утолщения при сохра-
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нении третичной и четвертичной структуры. Например, электростатический потенциал и распределения 

заряда на поверхности шаровидного утолщения могут варьировать благодаря широкому диапазону изо-

лектрических точек у последовательностей шаровидного утолщения, от pI приблизительно 9 для Ad 8, 

Ad 19 и Ad 37 до приблизительно 5 для аденовирусов подгруппы В. Как структурно сложный вирусный 

лиганд, белок фибриллы позволяет экспонировать разнообразные связывающие поверхности (шаровид-

ное утолщение) в различных ориентациях и на разном удалении (стебель) от вирусного капсида. 

Одним из наиболее очевидных различий между некоторыми серотипами является длина фибриллы. 

Исследования показали, что длина стебля фибриллы сильно влияет на взаимодействие шаровидного 

утолщения и вируса с его рецепторами-мишенями. Кроме того, серотипы могут различаться по способ-

ности белков фибриллы сгибаться. Несмотря на то, что β-повторы в стебле образуют высокостабильную 

и регулярную структуру, исследования с использованием электронной микроскопии (ЕМ) продемонст-

рировали существование в фибрилле отдельных шарниров. Анализ белковой последовательности не-

скольких серотипов аденовирусов указывает на нарушение повторяющихся последовательностей стебля 

в третьем от N-конца β-повторе, что сильно коррелирует с одним из шарниров в стебле, как обнаружено 

посредством ЕМ. Шарниры в стебле позволяют шаровидному утолщению принимать различные ориен-

тации относительно вирусного капсида, что позволяет преодолевать стерические препятствия для связы-

вания с рецептором, требующего надлежащей презентации рецептор-связывающего сайта на шаровид-

ном утолщении. Например, жестким фибриллам Ad подгруппы D требуется гибкий рецептор или рецеп-

тор, заранее позиционированный для присоединения вируса, поскольку они сами не способны сгибаться. 

(Nicklin et al. Molecular Therapy 2005 12:384-393). 

Применение технологии псевдотипирования фибрилл позволило идентифицировать конкретные 

клеточные рецепторы для разных серотипов Ad и узнать, как они вносят вклад в тропизм ткани. Несмот-

ря на то, что Ad некоторых подгрупп используют CAR (химерный антигенный рецептор) в качестве пер-

вичного рецептора, становится понятным, что многие Ad используют альтернативные первичные рецеп-

торы, что ведет к существенно различному тропизму in vitro и in vivo. Фибриллы этих серотипов демон-

стрируют четкие различия в своей первичной и третичной структуре, такие как жесткость стебля фиб-

риллы, длина стебля фибриллы и отсутствие сайта связывания CAR и/или предполагаемого связывающе-

го HSPG (гепаринсульфатпротеогликан) мотива, а также различия в общем заряде в пределах шаровид-

ного утолщения фибриллы. Таким образом, псевдотипирование частиц Ad 5 с заменой стебля фибриллы 

и шаровидного утолщения позволяет удалить важные связывающиеся с клеткой домены и, помимо этого, 

может обеспечить более эффективную (и потенциально более селективную в отношении клеток) достав-

ку трансгенов в определенные типы клеток по сравнению с доставкой, обеспечиваемой Ad 5. Нейтрали-

зация частиц Ad с псевдотипированными фибриллами может также быть снижена при использовании 

фибрилл от Ad с более низким доминированием серотипа у человека или в экспериментальных моделях, 

что будет способствовать успешному внедрению вектора (Nicklin et al. Molecular Therapy (2005) 12:384-

393). Кроме того, полноразмерная фибрилла, а также выделенные области шаровидного утолщения фиб-

риллы, но не гексон или пентон в отдельности, способны индуцировать созревание дендритных клеток и 

связаны с индукцией выраженного ответа CD8+ Т-клеток (Molinier-Frenkel et al. J. Biol. Chem. (2003) 

278:37175-37182). Суммируя вышеизложенное, аденовирусные фибриллы играют важную роль, по 

меньшей мере, в связывании с рецептором и иммуногенности аденовирусных векторов. 

Выравнивание, приведенное на фиг. 1, демонстрирует различия между белками фибрилл обезьянь-

их аденовирусов группы С. Поразительно, что последовательности фибрилл этих аденовирусов можно 

упрощенно разделить на группы с длинной фибриллой, как ChAd155, или с короткой фибриллой, как 

ChAd3. Это различие в длине обусловлено делецией 36 аминокислот в короткой фибрилле приблизи-

тельно в положении 321 по сравнению с длинной фибриллой. Кроме того, существует ряд аминокислот-

ных замен, которые различаются между подгруппами с короткой и длинной фибриллами, но согласуются 

внутри каждой подгруппы. Хотя точная функция этих различий до сих пор не выяснена, с учетом функ-

ции и иммуногенности фибриллы, они могут быть существенными. Было показано, что одной из детер-

минант вирусного тропизма является длина стебля фибриллы. Было показано, что вектор Ad5 с более 

коротким стеблем менее эффективно связывается с рецептором CAR и имеет более низкую инфицирую-

щую способность (Ambriovic-Ristov A. et al. Virology. (2003) 312(2):425-33). Полагают, что данное нару-

шение является результатом повышенной жесткости более короткой фибриллы, ведущей к менее эффек-

тивному присоединению к клеточному рецептору (Wu, E. et al. J. Virol. (2003) 77(13): 7225-7235). Эти 

исследования могут объяснить улучшенные свойства ChAd155, несущего более длинные и более гибкие 

фибриллы, по сравнению с ранее описанными ChAd3 и PanAd3, имеющими фибриллы с более коротким 

стеблем. 

В одном аспекте изобретения предложены выделенные полипептиды фибриллы, пентона и гексона 

капсида аденовируса шимпанзе ChAd155 и выделенные полинуклеотиды, кодирующие полипептиды 

фибриллы, пентона и гексона капсида аденовируса шимпанзе ChAd155. 

Все три белка капсида предположительно способствуют низкому доминированию серотипа и, сле-

довательно, их можно применять независимо друг от друга или в комбинации для подавления аффинно-
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сти аденовируса к уже существующим нейтрализующим антителам, например, для получения рекомби-

нантного аденовируса со сниженным доминированием серотипа. Такой рекомбинантный аденовирус 

может быть химерным аденовирусом с белками капсида из различных серотипов по меньшей мере с бел-

ком фибриллы из ChAd155. 

Последовательность полипептида фибриллы ChAd155 приведена в SEQ ID NO: 1. 

Последовательность полипептида пентона ChAd155 приведена в SEQ ID NO: 3. 

Последовательность полипептида гексона ChAd155 приведена в SEQ ID NO: 5. 

Полипептиды, рекомбинантные аденовирусы, композиции или клетки, содержащие полипептидные 

последовательности фибриллы ChAd155 или их функциональные производные. 

Предпочтительно выделенный полипептид, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка 

по изобретению содержит полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1. 

Предпочтительно полипептид, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка по изобрете-

нию содержит полипептид, представляющий собой функциональное производное полипептида, имеюще-

го аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет амино-

кислотную последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении 

аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1. Предпочтительно функциональное производное по-

липептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, имеет аминокислотную по-

следовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична, например по меньшей мере на 85,0% 

идентична, например по меньшей мере на 90% идентична, например по меньшей мере на 91,0% иден-

тична, например по меньшей мере на 93,0% идентична, например по меньшей мере на 95,0% идентична, 

например по меньшей мере на 97,0% идентична, например по меньшей мере на 98,0% идентична, напри-

мер по меньшей мере на 99,0% идентична, например по меньшей мере на 99,2% идентична, например по 

меньшей мере на 99,4% идентична, например на 99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6% 

идентична, например по меньшей мере на 99,8% идентична, например на 99,9% идентична на всем своем 

протяжении аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1. Альтернативно, функциональное про-

изводное имеет не более 130, более предпочтительно не более 120, более предпочтительно не более 110, 

более предпочтительно не более 100, более предпочтительно не более 90, более предпочтительно не бо-

лее 80, более предпочтительно не более 70, более предпочтительно не более 60, более предпочтительно 

не более 50, более предпочтительно не более 40, более предпочтительно не более 30, более предпочти-

тельно не более 20, более предпочтительно не более 10, более предпочтительно не более 5, более пред-

почтительно не более 4, более предпочтительно не более 3, более предпочтительно не более 2, более 

предпочтительно не более 1 добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 1. 

Предпочтительно полипептид, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка по изобрете-

нию дополнительно содержит: 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 3, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 50,0% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 3, 

и/или 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 5; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 5, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 50% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 5. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 3, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0%, например по меньшей мере на 70,0%, например по меньшей мере на 80,0%, например по меньшей 

мере на 85,0%, например по меньшей мере на 90,0%, например по меньшей мере на 91,0% идентична, 

например по меньшей мере на 93,0%, идентична например по меньшей мере на 95,0% идентична, напри-

мер по меньшей мере на 97,0% идентична, например по меньшей мере на 98,0% идентична, например по 

меньшей мере на 99,0%, например по меньшей мере на 99,2%, например по меньшей мере на 99,4%, на-

пример на 99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6%, например по меньшей мере на 99,7% 

идентична, например по меньшей мере на 99,8% идентична, например на 99,9% идентична на всем своем 

протяжении аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 3. Альтернативно, функциональное про-

изводное имеет не более 300, более предпочтительно не более 250, более предпочтительно не более 200, 

более предпочтительно не более 150, более предпочтительно не более 125, более предпочтительно не 

более 100, более предпочтительно не более 90, более предпочтительно не более 80, более предпочти-

тельно не более 70, более предпочтительно не более 60, более предпочтительно не более 50, более пред-

почтительно не более 40, более предпочтительно не более 30, более предпочтительно не более 20, более 

предпочтительно не более 10, более предпочтительно не более 5, более предпочтительно не более 4, бо-

лее предпочтительно не более 3, более предпочтительно не более 2, более предпочтительно не более 1 
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добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 3. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 5, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0%, например по меньшей мере на 70,0%, например по меньшей мере на 80,0%, например по меньшей 

мере на 85,0%, например по меньшей мере на 90,0%, например по меньшей мере на 91,0% идентична, 

например по меньшей мере на 93,0% идентична, например по меньшей мере на 95,0% идентична, напри-

мер по меньшей мере на 97,0% идентична, например по меньшей мере на 98,0% идентична, например по 

меньшей мере на 99,0% идентична, например по меньшей мере на 99,2% идентична, например по мень-

шей мере на 99,4% идентична, например на 99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6% иден-

тична, например по меньшей мере на 99,7% идентична, например по меньшей мере на 99,8% идентична, 

например на 99,9% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ ID 

NO: 5. Альтернативно, функциональное производное имеет не более 500, более предпочтительно не бо-

лее 400, более предпочтительно не более 450, более предпочтительно не более 300, более предпочти-

тельно не более 250, более предпочтительно не более 200, более предпочтительно не более 150, более 

предпочтительно не более 125, более предпочтительно не более 100, более предпочтительно не более 90, 

более предпочтительно не более 80, более предпочтительно не более 70, более предпочтительно не более 

60, более предпочтительно не более 50, более предпочтительно не более 40, более предпочтительно не 

более 30, более предпочтительно не более 20, более предпочтительно не более 10, более предпочтитель-

но не более 5, более предпочтительно не более 4, более предпочтительно не более 3, более предпочти-

тельно не более 2, более предпочтительно не более 1 добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по срав-

нению с SEQ ID NO: 5. 

Полипептиды, рекомбинантные аденовирусы, композиции или клетки, содержащие полипептидные 

последовательности пентона ChAd155. 

Предпочтительно полипептид, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка по изобрете-

нию содержит полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3. 

Предпочтительно полипептид, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка по изобрете-

нию дополнительно содержит: 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 1, и/или 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 5; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 5, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 60% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 5. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 1, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0% идентична, например по меньшей мере на 70,0% идентична, например по меньшей мере на 80,0% 

идентична, например по меньшей мере на 85,0% идентична, например по меньшей мере на 87,0% иден-

тична, например по меньшей мере на 89,0% идентична, например по меньшей мере на 91,0% идентична, 

например по меньшей мере на 93,0% идентична, например по меньшей мере на 95,0% идентична, напри-

мер по меньшей мере на 97,0% идентична, например по меньшей мере на 98,0% идентична, например по 

меньшей мере на 99,0% идентична, например по меньшей мере на 99,2% идентична, например, на 99,4% 

идентична, например по меньшей мере на 99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6% иден-

тична, например по меньшей мере на 99,8% идентична, например на 99,9% идентична на всем своем про-

тяжении аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1. Альтернативно, функциональное произ-

водное имеет не более 130, более предпочтительно не более 120, более предпочтительно не более 110, 

более предпочтительно не более 100, более предпочтительно не более 90, более предпочтительно не бо-

лее 80, более предпочтительно не более 70, более предпочтительно не более 60, более предпочтительно 

не более 50, более предпочтительно не более 40, более предпочтительно не более 30, более предпочти-

тельно не более 20, более предпочтительно не более 10, более предпочтительно не более 5, более пред-

почтительно не более 4, более предпочтительно не более 3, более предпочтительно не более 2, более 

предпочтительно не более 1 добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 1. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 5, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0%, например по меньшей мере на 70,0%, например по меньшей мере на 80,0%, например по меньшей 

мере на 85,0%, например по меньшей мере на 90,0%, например по меньшей мере на 95,0%, например по 

меньшей мере на 97,0%, например по меньшей мере на 98,0%, например по меньшей мере на 99,0%, на-

пример по меньшей мере на 99,2%, например по меньшей мере на 99,4%, например по меньшей мере на 

99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6%, например по меньшей мере на 99,8% идентична, 
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например на 99,9% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ ID 

NO: 5. Альтернативно, функциональное производное имеет не более 500, более предпочтительно не бо-

лее 400, более предпочтительно не более 450, более предпочтительно не более 300, более предпочти-

тельно не более 250, более предпочтительно не более 200, более предпочтительно не более 150, более 

предпочтительно не более 125, более предпочтительно не более 100, более предпочтительно не более 90, 

более предпочтительно не более 80, более предпочтительно не более 70, более предпочтительно не более 

60, более предпочтительно не более 50, более предпочтительно не более 40, более предпочтительно не 

более 30, более предпочтительно не более 20, более предпочтительно не более 10, более предпочтитель-

но не более 5, более предпочтительно не более 4, более предпочтительно не более 3, более предпочти-

тельно не более 2, более предпочтительно не более 1 добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по срав-

нению с SEQ ID NO: 5. 

Выделенные полипептиды, векторы, рекомбинантные аденовирусы, композиции или клетки, со-

держащие полинуклеотиды, кодирующие фибриллу ChAd155 или ее функциональное производное. 

Предпочтительно выделенный полинуклеотид, вектор, рекомбинантный аденовирус, композиция 

или клетка по изобретению содержит полинуклеотид, который кодирует полипептид, имеющий амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 1. Предпочтительно полинуклеотид имеет последователь-

ность SEQ ID NO: 2. 

Альтернативно, полинуклеотид, вектор, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка по 

изобретению содержит полинуклеотид, который кодирует функциональное производное полипептида, 

имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протя-

жении аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1. Предпочтительно функциональное производ-

ное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, имеет аминокислотную 

последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична, например по меньшей мере на 85,0% 

идентична, например по меньшей мере на 90% идентична, например по меньшей мере на 91,0% иден-

тична, например по меньшей мере на 93,0% идентична, например по меньшей мере на 95,0% идентична, 

например по меньшей мере на 97,0% идентична, например по меньшей мере на 98,0% идентична, напри-

мер по меньшей мере на 99,0% идентична, например по меньшей мере на 99% идентична, например по 

меньшей мере на 99,4% идентична, например по меньшей мере на 99,6% идентична, например по мень-

шей мере на 99,8% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ ID 

NO: 1. Альтернативно, функциональное производное имеет не более 130, более предпочтительно не бо-

лее 120, более предпочтительно не более 110, более предпочтительно не более 100, более предпочти-

тельно не более 90, более предпочтительно не более 80, более предпочтительно не более 70, более пред-

почтительно не более 60, более предпочтительно не более 50, более предпочтительно не более 40, более 

предпочтительно не более 30, более предпочтительно не более 20, более предпочтительно не более 10, 

более предпочтительно не более 5, более предпочтительно не более 4, более предпочтительно не более 3, 

более предпочтительно не более 2, более предпочтительно не более 1 добавления(ий), делеции(й) или 

замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 1. 

Предпочтительно полинуклеотид, вектор, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка по 

изобретению дополнительно содержит полинуклеотид, который кодирует: 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 3, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 50,0% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 3, 

и/или 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 5; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 5, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 50% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 5. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 3, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0%, например по меньшей мере на 70,0%, например по меньшей мере на 80,0%, например по меньшей 

мере на 85,0%, например по меньшей мере на 90,0%, например по меньшей мере на 91,0% идентична, 

например по меньшей мере на 93,0% идентична, например по меньшей мере на 95,0% идентична, напри-

мер по меньшей мере на 97,0% идентична, например по меньшей мере на 98,0% идентична, например по 

меньшей мере на 99,0%, например по меньшей мере на 99%, например по меньшей мере на 99,4%, на-

пример по меньшей мере на 99,6%, например по меньшей мере на 99,8% идентична на всем своем про-

тяжении аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 3. Альтернативно, функциональное произ-

водное имеет не более 300, более предпочтительно не более 250, более предпочтительно не более 200, 

более предпочтительно не более 150, более предпочтительно не более 125, более предпочтительно не 
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более 100, более предпочтительно не более 90, более предпочтительно не более 80, более предпочти-

тельно не более 70, более предпочтительно не более 60, более предпочтительно не более 50, более пред-

почтительно не более 40, более предпочтительно не более 30, более предпочтительно не более 20, более 

предпочтительно не более 10, более предпочтительно не более 5, более предпочтительно не более 4, бо-

лее предпочтительно не более 3, более предпочтительно не более 2, более предпочтительно не более 1 

добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 3. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 5, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0%, например по меньшей мере на 70,0%, например по меньшей мере на 80,0%, например по меньшей 

мере на 85,0%, например по меньшей мере на 90,0%, например по меньшей мере на 95,0%, например по 

меньшей мере на 97,0%, например по меньшей мере на 98,0%, например по меньшей мере на 99,0%, на-

пример по меньшей мере на 99,2%, например по меньшей мере на 99,4%, например по меньшей мере на 

99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6%, например по меньшей мере на 99,7% идентична, 

например по меньшей мере на 99,8% идентична, например на 99,9% идентична на всем своем протяже-

нии аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 5. Альтернативно, функциональное производное 

имеет не более 500, более предпочтительно не более 400, более предпочтительно не более 450, более 

предпочтительно не более 300, более предпочтительно не более 250, более предпочтительно не более 

200, более предпочтительно не более 150, более предпочтительно не более 125, более предпочтительно 

не более 100, более предпочтительно не более 90, более предпочтительно не более 80, более предпочти-

тельно не более 70, более предпочтительно не более 60, более предпочтительно не более 50, более пред-

почтительно не более 40, более предпочтительно не более 30, более предпочтительно не более 20, более 

предпочтительно не более 10, более предпочтительно не более 5, более предпочтительно не более 4, бо-

лее предпочтительно не более 3, более предпочтительно не более 2, более предпочтительно не более 1 

добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 5. 

Выделенные полинуклеотиды, векторы, рекомбинантные аденовирусы, композиции или клетки, со-

держащие полинуклеотиды, кодирующие пентон ChAd155. 

Предпочтительно выделенный полинуклеотид, вектор, рекомбинантный аденовирус, композиция 

или клетка по изобретению содержит полинуклеотид, который кодирует полипептид, имеющий амино-

кислотную последовательность SEQ ID NO: 3. Предпочтительно полинуклеотид имеет последователь-

ность SEQ ID NO: 4. 

Предпочтительно полипептид, вектор, рекомбинантный аденовирус, композиция или клетка по 

изобретению дополнительно содержит полинуклеотид, который кодирует 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 1, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 50% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 1, 

и/или 

(а) полипептид, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 5; или 

(б) функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную последовательность 

SEQ ID NO: 5, где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая по 

меньшей мере на 50% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности SEQ 

ID NO: 5. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-

довательность SEQ ID NO: 1, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0% идентична, например по меньшей мере на 70,0% идентична, например по меньшей мере на 80,0% 

идентична, например по меньшей мере на 85,0% идентична, например по меньшей мере на 87,0% иден-

тична, например по меньшей мере на 89,0% идентична, например по меньшей мере на 91,0% идентична, 

например по меньшей мере на 93,0% идентична, например по меньшей мере на 95,0% идентична, напри-

мер по меньшей мере на 97,0% идентична, например по меньшей мере на 98,0% идентична, например по 

меньшей мере на 99,0%, например по меньшей мере на 99,2%, например по меньшей мере на 99,4%, на-

пример по меньшей мере на 99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6%, например на 99,7% 

идентична, например по меньшей мере на 99,8% идентична, например на 99,9% идентична на всем своем 

протяжении аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1. Альтернативно функциональное произ-

водное имеет не более 130, более предпочтительно не более 120, более предпочтительно не более 110, 

более предпочтительно не более 100, более предпочтительно не более 90, более предпочтительно не бо-

лее 80, более предпочтительно не более 70, более предпочтительно не более 60, более предпочтительно 

не более 50, более предпочтительно не более 40, более предпочтительно не более 30, более предпочти-

тельно не более 20, более предпочтительно не более 10, более предпочтительно не более 5, более пред-

почтительно не более 4, более предпочтительно не более 3, более предпочтительно не более 2, более 

предпочтительно не более 1 добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 1. 

Предпочтительно функциональное производное полипептида, имеющего аминокислотную после-
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довательность SEQ ID NO: 5, имеет аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 

60,0%, например по меньшей мере на 70,0%, например по меньшей мере на 80,0%, например по меньшей 

мере на 85,0%, например по меньшей мере на 90,0%, например по меньшей мере на 95,0%, например по 

меньшей мере на 97,0%, например по меньшей мере на 98,0%, например по меньшей мере на 99,0%, на-

пример по меньшей мере на 99,2%, например по меньшей мере на 99,4%, например по меньшей мере на 

99,5% идентична, например по меньшей мере на 99,6%, например по меньшей мере на 99,7% идентична, 

например по меньшей мере на 99,8% идентична, например, на 99,9% идентична на всем своем протяже-

нии аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 5. Альтернативно функциональное производное 

имеет не более 500, более предпочтительно не более 400, более предпочтительно не более 450, более 

предпочтительно не более 300, более предпочтительно не более 250, более предпочтительно не более 

200, более предпочтительно не более 150, более предпочтительно не более 125, более предпочтительно 

не более 100, более предпочтительно не более 90, более предпочтительно не более 80, более предпочти-

тельно не более 70, более предпочтительно не более 60, более предпочтительно не более 50, более пред-

почтительно не более 40, более предпочтительно не более 30, более предпочтительно не более 20, более 

предпочтительно не более 10, более предпочтительно не более 5, более предпочтительно не более 4, бо-

лее предпочтительно не более 3, более предпочтительно не более 2, более предпочтительно не более 1 

добавления(ий), делеции(й) или замен(ы) по сравнению с SEQ ID NO: 5. 

Остовы ChAd155. 

В изобретении предложены последовательности выделенных полинуклеотидов аденовируса шим-

панзе ChAd155, включая таковые дикого типа, немодифицированного ChAd155 (SEQ ID NO: 10), и кон-

струкций ChAd155 с модифицированным остовом. Конструкции с модифицированным остовом включа-

ют ChAd155#1434 (SEQ ID NO: 7), ChAd155#1390 (SEQ ID NO: 8) и ChAd155#1375 (SEQ ID NO: 9). Ос-

товы ChAd155 можно применять в конструировании рекомбинантных репликативно-компетентных или 

репликативно-некомпетентных аденовирусов, например, для доставки трансгенов. 

Аннотирование последовательности ChAd155 дикого типа (SEQ ID NO: 10) приведено ниже. 
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В одном воплощении предложены фрагменты последовательностей SEQ ID NO: 7, 8, 9, 10 и их 

комплементарных цепей, кДНК и РНК, комплементарных им. Предпочтительно фрагменты имеют длину 

по меньшей мере 15 нуклеотидов, более предпочтительно длину 30 нуклеотидов, более предпочтительно 

длину 60 нуклеотидов, более предпочтительно длину 120 нуклеотидов, более предпочтительно 240, бо-

лее предпочтительно длину 480 нуклеотидов и охватывают функциональные фрагменты, т.е. фрагменты, 

которые представляют биологический интерес. Например, функциональный фрагмент может экспресси-

ровать желаемый аденовирусный продукт или может быть полезным в производстве рекомбинантных 

вирусных векторов. Такие фрагменты включают последовательности генов, приведенные выше. 

Предложены генные продукты аденовируса ChAd155, такие как белки, ферменты и их фрагменты, 

которые кодируются аденовирусными нуклеиновыми кислотами, описанными в данном документе. Та-

кие белки включают белки, кодируемые открытыми рамками считывания, указанными выше, и белки, 

кодируемые полинуклеотидами, приведенными в перечне последовательностей. 

Дополнительные полинуклеотиды и полипептиды ChAd155. 

В некоторых воплощениях полинуклеотид по изобретению содержит полинуклеотид, кодирующий 

полипептид фибриллу; полипептид пентон; полипептид гексон и полипептид пентон; полипептид гексон 

и полипептид фибриллу; полипептид пентон и полипептид фибриллу или полипептид гексон, полипеп-

тид пентон и полипептид фибриллу по изобретению и может дополнительно содержать дополнительные 

аденовирусные полинуклеотиды, предпочтительно полинуклеотиды ChAd155. Таким образом, предпоч-

тительно полинуклеотиды по изобретению содержат одно или более из следующего, координаты после-

довательностей относительно SEQ ID NO: 10, приведенной выше: 

(а) аденовирусный 5'-инвертированный концевой повтор (ITR); 

(б) аденовирусная область Е1А или ее фрагмент, выбранный из областей E1A_280R и E1A_243R; 

(в) аденовирусная область Е1B или IX или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей из облас-

тей Е1B_19K, Е1B_55K и IX; 

(г) аденовирусная область Е2В или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей из областей 

Е2В_рТР, Е2В_полимераза и E2B_IVa2; 

(д) аденовирусная область L1 или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный 

белок, выбранный из группы, состоящей из белков L1_13.6K, L1_52K и L1_pIIIa; 

(е) аденовирусная область L2 или область L2, содержащая полинуклеотид, кодирующий белок пен-

тон по изобретению, или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный белок, выбран-

ный из группы, состоящей из белка L2_пентон, белка L2_pVII, белка L2_V и белка L2_pX; 

(ж) аденовирусная область L3 или область L3, содержащая полинуклеотид, кодирующий белок гек-

сон по изобретению, или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный белок, выбран-

ный из группы, состоящей из белка L3_pVI, белка L3_гексон и белка L3_протеаза; 

(з) аденовирусная область Е2А; 

(и) аденовирусная область L4 или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный 

белок, выбранный из группы, состоящей из белка L4_100k, белка L4_33K, белка L4_22K и белка L4_VIII; 
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(к) аденовирусная область Е3 или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей из Е3 ORF1, Е3 

ORF2, Е3 ORF3, Е3 ORF4, Е3 ORF5, Е3 ORF6, Е3 ORF7, Е3 ORF8 и Е3 ORF9; 

(л) аденовирусная область L5 или область L5, содержащая полинуклеотид, кодирующий полипеп-

тид L5_фибрилла по изобретению; 

(м) аденовирусная (такого как Ad5) область Е4 или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей 

из Е4 ORF7, Е4 ORF6, Е4 ORF4, Е4 ORF3, Е4 ORF2 и Е4 ORF1; в частности ORF6 указанной области Е4; 

(н) аденовирусный 3'-ITR и/или 

(о) аденовирусная область VAI или VAII RNA, предпочтительно аденовирусная область VAI или 

VAII RNA из аденовируса, отличного от ChAd155, более предпочтительно из Ad5. 

Определения. 

Предпочтительно полинуклеотиды или полипептиды по изобретению являются выделенными. 

"Выделенный" полинуклеотид это полинуклеотид, который отделен от его исходного окружения. На-

пример, полинуклеотид естественного происхождения является выделенным, если он отделен от всего 

или части вещества, существующего наряду с ним в естественной системе. Полинуклеотид считают вы-

деленным, например, если он клонирован в вектор, который не является частью его естественного окру-

жения, или если он входит в состав кДНК. 

Предпочтительно полинуклеотиды по изобретению являются рекомбинантными. Рекомбинантный 

означает, что полинуклеотид представляет собой продукт по меньшей мере одной стадии клонирования, 

рестрикции или лигирования или других процедур, которые приводят к получению полинуклеотида, от-

личного от полинуклеотида, встречающегося в природе. Рекомбинантный аденовирус представляет со-

бой аденовирус, содержащий рекомбинантный полинуклеотид. Рекомбинантный вектор представляет 

собой вектор, содержащий рекомбинантный полинуклеотид. "Рекомбинантный вирус" включает потом-

ков исходного рекомбинантного вируса. "Рекомбинантный вектор" включает репликаты исходного ре-

комбинантного вектора. 

"Рекомбинантный полинуклеотид" включает репликаты исходного рекомбинантного полинуклео-

тида. 

Предпочтительно полипептидная последовательность по данному изобретению содержит по мень-

шей мере одну модификацию относительно нативной последовательности. Предпочтительно последова-

тельности полинуклеотидов по данному изобретению содержат по меньшей мере одну модификацию 

относительно нативной последовательности. Например, полинуклеотид, внедренный генноинженерными 

способами в плазмиду или вектор, имеющий происхождение из другого вида (и зачастую, другого рода, 

подсемейства или семейства), представляет собой гетерологичный полинуклеотид. Промотор, отделен-

ный от его нативной кодирующей последовательности и функционально связанный с кодирующей по-

следовательностью, с которой он не связан в природе, представляет собой гетерологичный промотор. 

Специфический сайт рекомбинации, клонированный в геном вируса или в вирусный вектор, где геном 

вируса не содержит его в естественных условиях, представляет собой гетерологичный сайт рекомбина-

ции. Гетерологичная нуклеиновокислотная последовательность также включает последовательность, 

встречающуюся в естественных условиях в аденовирусном геноме, но расположенную в положении аде-

новирусного вектора, не являющемся нативным. 

Обычно "гетерологичный" означает полученный из субъекта, генотипически отличного от того 

субъекта, с которым проводят сравнение. Гетерологичная нуклеотидная последовательность относится к 

любой нуклеотидной последовательности, которая не является выделенной из, происходящей из или ос-

нованной на встречающейся в природе нуклеотидной последовательности аденовирусного вектора. 

"Встречающаяся в природе" означает, что последовательность встречается в природе и не является син-

тетически полученной или модифицированной. Последовательность "имеет происхождение из" источни-

ка, когда она выделена из источника, но модифицирована (например, посредством делеции, замены (му-

тации), вставки или другой модификации), предпочтительно таким образом, чтобы не нарушать нор-

мальной функции гена-источника. 

"Функциональное производное" полипептида предпочтительно относится к модифицированному 

варианту полипептида, например, в котором осуществили делецию, вставку, модификацию и/или замену 

одной или более аминокислот полипептида. Производное немодифицированного аденовирусного белка 

капсида считают функциональным, если, например, 

(а) аденовирус, содержащий в составе своего капсида производное белка капсида, сохраняет по су-

ществу такое же или имеет более низкое доминирование серотипа по сравнению с аденовирусом, содер-

жащим немодифицированный белок капсида, и/или 

(б) аденовирус, содержащий в составе своего капсида производное белка капсида, сохраняет по су-

ществу такую же или обладает более высокой способностью инфицировать клетку-хозяина по сравне-

нию с аденовирусом, содержащим немодифицированный белок капсида, и/или 

(в) аденовирус, содержащий в составе своего капсида производное белка капсида, сохраняет по су-

ществу такую же или имеет более высокую иммуногенность по сравнению с аденовирусом, содержащим 

немодифицированный белок капсида, и/или 

(г) аденовирус, содержащий в составе своего капсида производное белка капсида, сохраняет по су-
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ществу такую же или обеспечивает более высокую продуктивность в отношении трансгена по сравнению 

с аденовирусом, содержащим немодифицированный белок капсида. 

Свойства (а)-(г), перечисленные выше, предпочтительно можно оценивать способами, описанными 

в разделе "Примеры" ниже. 

Предпочтительно полипептид, вектор или рекомбинантный аденовирус имеет низкое доминирова-

ние серотипа в человеческой популяции. "Низкое доминирование серотипа" может означать пониженный 

уровень предсуществующих нейтрализующих антител по сравнению с человеческим аденовирусом 5 

(Ad5). Аналогично или альтернативно "низкое доминирование серотипа" может означать доминирование 

серотипа менее чем приблизительно 20%, доминирование серотипа менее чем приблизительно 15%, до-

минирование серотипа менее чем приблизительно 10%, доминирование серотипа менее чем приблизи-

тельно 5%, доминирование серотипа менее чем приблизительно 4%, доминирование серотипа менее чем 

приблизительно 3%, доминирование серотипа менее чем приблизительно 2%, доминирование серотипа 

менее чем приблизительно 1% или отсутствие выявляемого доминирования серотипа. Доминирование 

серотипа можно определять как выраженную в процентах долю индивидуумов, имеющих клинически 

значимый нейтрализующий титр (определяемый как 50% нейтрализующий титр более 200), используя 

способы, описанные Aste-Amezaga et al., Hum. Gene Ther. (2004) 15(3):293-304. 

Термины полипептид, пептид и белок в данном документе используют взаимозаменяемо. 

Термин "обезьяний" обычно охватывает приматов, не являющихся человеком, например обезьян 

Старого Света, обезьян Нового Света, человекообразных обезьян и гиббонов. В частности, обезьяний 

может относится к человекообразным обезьянам, таким как шимпанзе (Pan troglodyte), бонобо (Pan 

paniscus) и гориллы (род Gorilla). Нечеловекообразные обезьяны могут включать макак резус (Масаса 

mulatta). 

Сравнение последовательностей. 

Для сравнения двух близкородственных полинуклеотидных или полипептидных последовательно-

стей можно рассчитывать "% идентичности" между первой последовательностью и второй последова-

тельностью с помощью программы выравнивания, такой как BLAST (доступна по адресу 

blast.ncbi.nlm.nih.gov, последний доступ 09 марта 2015) с использованием стандартных настроек. % 

идентичности представляет собой количество идентичных остатков, поделенное на количество остатков 

эталонной последовательности, умноженное на 100. Значения % идентичности, указанные выше и в 

формуле изобретения, представляют собой процент, рассчитанный данным способом. Согласно альтер-

нативному определению % идентичности представляет собой количество идентичных остатков, поде-

ленное на количество выровненных остатков, умноженное на 100. Альтернативные способы включают 

применение способа с пробелами, в котором пробелы в выравнивании, например делеции в одной после-

довательности относительно другой последовательности, при расчете веса выравнивания учитывают, 

присваивая им определенный вес или цену. Для более подробной информации см. обзор по BLAST 

доступный по адресу ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/factsheets/HowTo_BLASTGuide.pdf, последний доступ 09 

марта 2015. 

Полагают, что последовательности, сохраняющие функциональность полинуклеотида или коди-

руемого им полипептида, имеют большую идентичность. Полипептидные или полинуклеотидные после-

довательности называют одинаковыми или идентичными другим полипептидным или полинуклеотид-

ным последовательностям, если они демонстрируют 100% идентичность последовательностей на всем 

своем протяжении. 

"Различие" между последовательностями относится к вставке, делеции или замене одного амино-

кислотного остатка в положении второй последовательности относительно первой последовательности. 

Между двумя полипептидными последовательностями может существовать одно, два или более таких 

аминокислотных различий. Вставки, делеции или замены во второй последовательности, которая в ос-

тальном идентична (100% идентичность последовательностей) первой последовательности, приводят к 

снижению процента идентичности последовательностей. Например, если идентичные последовательно-

сти имеют длину 9 аминокислотных остатков, одна замена во второй последовательности приводит к 

88,9% идентичности последовательности. Если идентичные последовательности имеют длину 17 амино-

кислотных остатков, две замены во второй последовательности приводят к 88,2% идентичности последо-

вательности. Если идентичные последовательности имеют длину 7 аминокислотных остатков, три заме-

ны во второй последовательности приводят к 57,1% идентичности последовательности. Если первая и 

вторая полипептидные последовательности имеют длину 9 аминокислотных остатков и 6 идентичных 

остатков, первая и вторая полипептидные последовательности имеют идентичность более 66% (первая и 

вторая полипептидные последовательности имеют идентичность 66,7%). Если первая и вторая полипеп-

тидные последовательности имеют длину 17 аминокислотных остатков и 16 идентичных остатков, пер-

вая и вторая полипептидные последовательности имеют идентичность более 94% (первая и вторая поли-

пептидные последовательности имеют идентичность 94,1%). Если первая и вторая полипептидные по-

следовательности имеют длину 7 аминокислотных остатков и 3 идентичных остатка, первая и вторая 

полипептидные последовательности имеют идентичность более 42% (первая и вторая полипептидные 
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последовательности имеют идентичность 42,9%). 

Альтернативно, для сравнения первой, эталонной полипептидной последовательности со второй, 

сравниваемой полипептидной последовательностью может быть установлено количество добавлений, 

замен и/или делеций, сделанных в первой последовательности для получения второй последовательно-

сти. Добавление представляет собой добавление одного аминокислотного остатка в последовательность 

первого полипептида (включая добавления на любом конце первого полипептида). Замена представляет 

собой замену одного аминокислотного остатка в последовательности первого полипептида одним отлич-

ным аминокислотным остатком. Делеция представляет собой удаление одного аминокислотного остатка 

из последовательности первого полипептида (включая делецию на любом конце первого полипептида). 

Для сравнения первой, эталонной полинуклеотидной последовательности со второй, сравниваемой 

полинуклеотидной последовательностью может быть установлено количество добавлений, замен и/или 

делеций, сделанных в первой последовательности для получения второй последовательности. Добавле-

ние представляет собой добавление одного нуклеотидного остатка в последовательность первого поли-

нуклеотида (включая добавления на любом конце первого полинуклеотида). Замена представляет собой 

замену одного нуклеотидного остатка в последовательности первого полинуклеотида одним отличным 

нуклеотидным остатком. Делеция представляет собой удаление одного нуклеотидного остатка из после-

довательности первого полинуклеотида (включая делецию на любом конце первого полинуклеотида). 

Предпочтительно замены в последовательностях по настоящему изобретению могут представлять 

собой консервативные замены. Консервативная замена включает замену аминокислоты другой амино-

кислотой, имеющей химические свойства, схожие с замещаемой аминокислотой (см., например, Stryer et 

al., Biochemistry, 5
th

 Edition 2002, стр. 44-49). Предпочтительно консервативная замена представляет со-

бой замену, выбранную из группы, состоящей из (1) замены основной аминокислоты другой, отличной 

основной аминокислотой; (2) замены кислой аминокислоты другой, отличной кислой аминокислотой; (3) 

замены ароматической аминокислоты другой, отличной ароматической аминокислотой; (4) замены непо-

лярной алифатической аминокислоты другой, отличной неполярной алифатической аминокислотой и (5) 

замены полярной незаряженной аминокислоты другой, отличной полярной незаряженной аминокисло-

той. Основная аминокислота предпочтительно выбрана из группы, состоящей из аргинина, гистидина и 

лизина. Кислая аминокислота предпочтительно представляет собой аспартат или глутамат. Ароматиче-

ская аминокислота предпочтительно выбрана из группы, состоящей из фенилаланина, тирозина и трип-

тофана. Неполярная алифатическая аминокислота предпочтительно выбрана из группы, состоящей из 

глицина, аланина, валина, лейцина, метионина и изолейцина. Полярная незаряженная аминокислота 

предпочтительно выбрана из группы, состоящей из серина, треонина, цистеина, пролина, аспарагина и 

глутамина. В отличие от консервативной аминокислотной замены, неконсервативная аминокислотная 

замена представляет собой замену одной аминокислоты любой аминокислотой, которая не подпадает под 

перечисленные выше консервативные замены (1)-(5). 

Векторы и рекомбинантный аденовирус. 

Последовательности ChAd155 по изобретению полезны в качестве терапевтических агентов и в 

конструировании различных систем векторов, рекомбинантного аденовируса и клеток-хозяев. Предпоч-

тительно термин "вектор" относится к нуклеиновой кислоте, которая была существенно изменена (на-

пример, произведена делеция и/или инактивация гена или функциональной области) относительно по-

следовательности дикого типа и/или включает гетерологичную последовательность, т.е. нуклеиновую 

кислоту, полученную из другого источника (также называемую "вставкой"), и реплицирующая и/или 

экспрессирующая вставленную полинуклеотидную последовательность при введении в клетку (напри-

мер, клетку-хозяин). Например, вставка может представлять собой всю или часть последовательностей 

ChAd155, описанных в данном документе. 

Дополнительно или альтернативно, вектор ChAd155 может представлять собой аденовирус 

ChAd155, имеющий одну или более делеций или инактиваций вирусных генов, таких как Е1 или другой 

вирусный ген или функциональная область, описанные в данном документе. Такой ChAd155, который 

может содержать или не содержать гетерологичную последовательность, часто обозначается "остовом" и 

может быть использован в существующем виде или в виде отправной точки для дополнительных моди-

фикаций вектора. 

Вектор может представлять собой любую подходящую молекулу нуклеиновой кислоты, включая 

голую ДНК, плазмиду, вирус, космиду, фаговый вектор, такой как вектор лямбда, искусственную хромо-

сому, такую как ВАС (искусственная бактериальная хромосома) или эписому. Альтернативно, вектор 

может представлять собой транскрипционную и/или экспрессионную единицу для бесклеточной транс-

крипции или экспрессии in vitro, такую как Т7-совместимая система. Векторы можно применять отдель-

но или в комбинации с другими аденовирусными последовательностями или фрагментами, или в комби-

нации с элементами из неаденовирусных последовательностей. Последовательности ChAd155 также по-

лезны в антисмысловых векторах для доставки, векторах для генной терапии или векторных вакцинах. 

Таким образом, дополнительно предложены векторы для доставки генов и клетки-хозяева, которые со-

держат последовательности ChAd155. 

Термин "репликативно-компетентный" аденовирус относится к аденовирусу, который может реп-
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лицироваться в клетке-хозяине в отсутствие каких-либо рекомбинантных хелперных белков, содержа-

щихся в клетке. Предпочтительно "репликативно-компетентный" аденовирус содержит следующие ин-

тактные или функциональные существенные ранние гены: Е1А, Е1В, Е2А, Е2В, Е3 и Е4. Аденовирусы 

дикого типа, выделенные у конкретного животного, будут репликативно-компетентными у этого живот-

ного. 

Термин "репликативно-некомпетентный" или "дефектный по репликации" аденовирус относится к 

аденовирусу, который не способен к репликации, поскольку он был сконструирован так, чтобы иметь, по 

меньшей мере, функциональную делецию (или мутацию с "потерей функции"), т.е. делецию или мута-

цию, которая нарушает функцию гена без полного его удаления, например введение искусственных стоп-

кодонов, делецию или мутацию активных сайтов или доменов взаимодействия, мутацию или делецию 

регуляторной последовательности гена и т.д., или полное удаление гена, кодирующего генный продукт, 

необходимый для вирусной репликации, такого как один или более из аденовирусных генов, выбранных 

из Е1А, Е1В, Е2А, Е2В, Е3 и Е4 (таких как Е3 ORF1, Е3 ORF2, Е3 ORF3, Е3 ORF4, Е3 ORF5, Е3 ORF6, 

Е3 ORF7, Е3 ORF8, Е3 ORF9, Е4 ORF7, Е4 ORF6, Е4 ORF4, Е4 ORF3, Е4 ORF2 и/или Е4 ORF1). Наибо-

лее предпочтительно осуществлена делеция Е1 и, как вариант, Е3 и/или Е4. При делеции, указанная уда-

ленная область гена предпочтительно не будет учитываться при выравнивании при определении % иден-

тичности с другой последовательностью. 

В данном изобретении предложены векторы, такие как рекомбинантный аденовирус, который дос-

тавляет белок, предпочтительно гетерологичный белок, в клетки, либо в целях терапии, либо в целях 

вакцинации. Вектор может включать любой генетический элемент, включая голую ДНК, фаг, транспо-

зон, космиду, эписому, плазмиду или вирус. Такие векторы содержат ДНК ChAd155 согласно данному 

описанию и миниген. Под "минигеном" (или "экспрессионной кассетой") понимают комбинацию вы-

бранного гетерологичного гена (трансгена) и другие регуляторные элементы, необходимые для осущест-

вления трансляции, транскрипции и/или экспрессии продукта гена в клетке-хозяине. 

Обычно аденовирусный вектор на основе ChAd155 создают таким образом, чтобы миниген распо-

лагался в нативной для выбранного аденовирусного гена области молекулы нуклеиновой кислоты, со-

держащей другие аденовирусные последовательности. Если желательно, миниген может быть вставлен в 

область существующего гена для нарушения функции данной области. Альтернативно, миниген может 

быть вставлен в сайт аденовирусного частично или полностью делетированного гена. Например, мини-

ген может быть расположен в сайте мутации, вставки или делеции, которая делает нефункциональным 

по меньшей мере один ген в области генома, выбранной из группы, состоящей из Е1А, Е1В, Е2А, Е2В, 

Е3 и Е4. Термин "делает нефункциональным" означает, что удален или иным образом разрушен доста-

точный участок гена, так что ген больше не способен продуцировать функциональные продукты экс-

прессии гена. При желании можно удалять весь ген целиком (и предпочтительно заменять минигеном). 

Например, для продуцирующего вектора, полезного в создании рекомбинантного вируса, вектор 

может содержать миниген и либо 5' конец аденовирусного генома, либо 3' конец аденовирусного генома, 

либо как 5', так и 3' концы аденовирусного генома. 5' конец аденовирусного генома содержит 5' цис-

элементы, необходимые для упаковки и репликации; т.е. 5' ITR последовательности (которые функцио-

нируют как точки начала репликации) и нативные 5' домены упаковки и энхансера (которые содержат 

последовательности, необходимые для упаковки линейных геномов Ad и энхансерные элементы для 

промотора Е1). 3' конец аденовирусного генома содержит 3' цис-элементы (включая ITR), необходимые 

для упаковки и заключения в капсид. Предпочтительно рекомбинантный аденовирус содержит и 5', и 3' 

аденовирусные цис-элементы, и миниген (предпочтительно содержащий трансген) располагается между 

5' и 3' аденовирусными последовательностями. Вектор на основе аденовируса ChAd155 может также со-

держать дополнительные аденовирусные последовательности. 

Предпочтительно векторы на основе ChAd155 содержат один или более аденовирусных элементов, 

имеющих происхождение из аденовирусного генома ChAd155 по изобретению. В одном воплощении 

векторы содержат аденовирусные ITR из ChAd155 и дополнительные аденовирусные последовательно-

сти из того же аденовирусного серотипа. В другом воплощении векторы содержат аденовирусные после-

довательности, которые имеют происхождение из другого аденовирусного серотипа, чем тот, который 

обеспечивает ITR. 

Согласно данному описанию псевдотипированный аденовирус относится к аденовирусу, у которого 

белки капсида аденовируса имеют происхождение из другого аденовируса, чем аденовирус, который 

обеспечивает ITR. 

Кроме того, можно сконструировать химерные или гибридные аденовирусы, используя аденовиру-

сы, описанные в данном документе, с применением способов, известных специалистам в области техни-

ки (например, US 7291498). 

ITR и любые другие аденовирусные последовательности, присутствующие в векторе по настояще-

му изобретению, могут быть получены из многих источников. Разнообразные штаммы аденовирусов 

предоставляется Американской коллекцией типовых культур, Манассас, Виргиния, или, по запросу, раз-

личными коммерческими и академическими организациями. Кроме того, доступ к последовательностям 

многих таких штаммов предоставляется различными базами данных, включая, например, PubMed и Gen-



039001 

- 20 - 

Bank. В литературе описаны гомологичные аденовирусные векторы, полученные из других аденовирусов 

шимпанзе или человека (например, US 5240846). Доступ к последовательностям ДНК аденовирусов не-

скольких типов предоставляется GenBank, включая тип Ad5 (номер доступа GenBank M73370). Могут 

быть получены последовательности аденовирусов любых известных серотипов аденовирусов, таких как 

2, 3, 4, 7, 12 и 40, также включая любые из идентифицированных к настоящему времени типов аденови-

русов человека. Аналогично, в конструкциях векторов по данному изобретению можно также применять 

аденовирусы, которые, как известно, инфицируют животных, не являющихся человеком (например, обе-

зьян) (например, US 6083716). Вирусные последовательности, вирусы-хелперы (при необходимости) и 

рекомбинантные вирусные частицы, а также другие компоненты векторов и последовательности, исполь-

зованные при конструировании векторов, описанных в данном документе, могут быть получены, как 

описано ниже. 

Получение последовательности, вектора и аденовируса. 

Последовательности по изобретению могут быть получены любым подходящим способом, включая 

рекомбинантное получение, химический синтез или другие способы синтеза. Подходящие методики по-

лучения хорошо известны специалистам в области техники. Альтернативно, пептиды также можно син-

тезировать хорошо известными способами твердофазного синтеза пептидов. 

Для получения аденовирусных векторов можно использовать аденовирусные плазмиды (или другие 

векторы). В одном воплощении аденовирусные векторы представляют собой аденовирусные частицы, 

которые являются репликативно-некомпетентными. В одном воплощении аденовирусные частицы дела-

ют репликативно-некомпетентными в результате делеций в генах Е1А и/или Е1В. Альтернативно, адено-

вирусы делают репликативно-некомпетентными другими способами, возможно при сохранении генов 

Е1А и/или Е1В. Аналогично, в некоторых воплощениях снижение иммунного ответа на вектор может 

достигаться в результате делеций в генах Е2В и/или ДНК-полимеразы. Аденовирусные векторы также 

могут содержать другие мутации аденовирусного генома, например чувствительные к температуре мута-

ции или делеции в других генах. В других воплощениях желательно сохранять интактные области Е1А 

и/или Е1В в аденовирусных векторах. Такая интактная область Е1 может располагаться в ее нативном 

положении в аденовирусном геноме или помещаться в сайт, где произведена делеция нативного адено-

вирусного генома (например, в область Е3). 

При конструировании аденовирусных векторов для доставки гена в клетку млекопитающего (такого 

как человек) в векторах можно использовать ряд модифицированных нуклеиновокислотных последова-

тельностей аденовируса. Например, из аденовирусной последовательности, составляющей часть реком-

бинантного вируса, можно удалить весь задержанный ранний ген Е3 аденовируса или его часть. Полага-

ют, что функция Е3 не важна для функции и продукции частицы рекомбинантного вируса. Аденовирус-

ные векторы могут также быть сконструированы с делециями, по меньшей мере, области ORF6 гена Е4, 

и более предпочтительно всей области Е4 из-за избыточности функции указанной области. Еще один 

вектор по изобретению содержит делецию в задержанном раннем гене Е2А. Можно также осуществлять 

делеции в любом из поздних генов L1-L5 генома аденовируса. Аналогично, для некоторых задач могут 

быть полезны делеции в промежуточных генах IX и IVa2. Другие делеции могут быть осуществлены в 

других структурных или неструктурных генах аденовируса. Указанные выше делеции можно использо-

вать по отдельности, т.е. аденовирусная последовательность для применения, как описано здесь, может 

содержать делеции только в одной области. Альтернативно, делеции целых генов или их частей, эффек-

тивно разрушающие биологическую активность, можно использовать в любой комбинации. Например, в 

одном приведенном в качестве примера векторе последовательность аденовируса может иметь делеции 

генов Е1 и гена Е4, или генов Е1, Е2А и Е3, или генов Е1 и Е3, или генов Е1, Е2А и Е4, с делецией или 

без делеции Е3 и т.д. Любой один или более Е генов предпочтительно могут быть заменены Е геном (или 

одной или более открытыми рамками считывания Е гена), источником которого является аденовирус 

другого штамма. Наиболее предпочтительно осуществляют делецию генов ChAd155 E1 и Е3 и ген 

ChAd155E4 заменяют E4Ad5orf6. Как обсуждалось выше, для достижения желаемого результата такие 

делеции и/или замены можно использовать в комбинации с другими мутациями, такими как чувстви-

тельные к температуре мутации. 

Аденовирусный вектор, лишенный одной или более важных аденовирусных последовательностей 

(например, Е1А, Е1В, Е2А, Е2В, Е4 ORF6, L1, L2, L3, L4 и L5), можно культивировать в присутствии 

продуктов отсутствующих аденовирусных генов, необходимых для инфицирующей способности вируса 

и размножения частиц аденовируса. Указанные хелперные функции могут обеспечиваться культивиро-

ванием аденовирусного вектора в присутствии одной или более хелперных конструкций (например, 

плазмиды или вируса) или пакующей клетки-хозяин. 

Комплементация репликативно-некомпетентных векторов. 

Для создания рекомбинантных аденовирусов с делециями в любом из генов согласно описанию 

выше функцию области гена рекомбинантного вируса, делецию которой произвели, если она существен-

на для репликации и инфицирующей способности вируса, необходимо восполнить с использованием 

хелперного вируса или клеточной линии, т.е. комплементирующей или пакующей клеточной линии. 



039001 

- 21 - 

Вирусы-хелперы. 

В зависимости от генов аденовируса, содержащихся в вирусных векторах, использованных как но-

сители минигена, можно применять хелперный аденовирус или нереплицирующийся фрагмент вируса, 

чтобы обеспечить достаточно последовательностей гена аденовируса, необходимых для продукции ин-

фекционной частицы рекомбинантного вируса, содержащего миниген. Пригодные вирусы-хелперы со-

держат выбранные последовательности генов аденовируса, отсутствующие в конструкции аденовирусно-

го вектора и/или не экспрессирующиеся пакующей клеточной линией, трансфицированной вектором. В 

одном воплощении хелперный вирус является дефектным по репликации и содержит гены аденовируса в 

дополнение предпочтительно к одной или более последовательностям по данному описанию. Такой хел-

перный вирус предпочтительно применяют в комбинации с клеточной линией, экспрессирующей Е1 (и 

возможно дополнительно экспрессирующей Е3). 

Хелперный вирус возможно может содержать репортерный ген. Ряд таких репортерных генов из-

вестен в области техники, а также описан в данном документе. Присутствие репортерного гена в вирусе-

хелпере, отличающегося от трансгена в аденовирусном векторе, позволяет независимо отслеживать как 

аденовирусный вектор, так и хелперный вирус. Этот репортер применяют для возможности разделения 

полученного рекомбинантного вируса и хелперного вируса при очистке. 

Линии комплементирующих клеток. 

Во многих обстоятельствах для транскомплементации вектора на основе аденовируса шимпанзе 

можно использовать линию клеток, экспрессирующих один или более отсутствующих генов, существен-

ных для репликации и инфекционной способности вируса, такой как человеческий Е1. Это особенно вы-

годно, поскольку из-за различий между последовательностями аденовируса шимпанзе по изобретению и 

последовательностями аденовируса человека, обнаруживаемыми в существующих на данный момент 

пакующих клетках, применение существующих клеток человека, содержащих Е1, предупреждает появ-

ление репликативно-компетентных аденовирусов в ходе процессов репликации и продукции. 

Альтернативно, при желании можно использовать последовательности, приведенные в данном до-

кументе для создания пакующей клетки или линии клеток, экспрессирующих, как минимум, ген Е1 из 

ChAd155 под транскрипционным контролем промотора для экспрессии в выбранной родительской кле-

точной линии. Для этой задачи можно использовать индуцибельные или конститутивные промоторы. 

Примеры таких промоторов подробно описаны в других параграфах данного документа. Родительскую 

клетку выбирают для создания новой клеточной линии, экспрессирующей любой желаемый ген 

ChAd155. Без ограничения, такая родительская клеточная линия может представлять собой клетки HeLa 

[номер доступа АТСС (Американская коллекция типовых культур) CCL 2], А549 [номер доступа АТСС 

CCL 185], HEK 293, KB [CCL 17], Detroit [например, Detroit 510, CCL 72] и WI-38 [CCL 75], помимо 

прочих. Данные клеточные линии можно получить из Американской коллекции типовых культур, 10801 

University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209. 

Такие экспрессирующие Е1 клеточные линии являются полезными в создании рекомбинантных 

аденовирусных векторов с делецией Е1. Дополнительно или альтернативно, клеточные линии, которые 

экспрессируют продукты одного или более генов аденовируса, например Е1А, Е1В, Е2А, Е3 и/или Е4, 

могут быть сконструированы с применением, по существу, тех же процедур, которые использовали при 

создании рекомбинантных вирусных векторов. Такие клеточные линии можно применять для транском-

плементации аденовирусных векторов с делецией принципиально значимых генов, кодирующих указан-

ные продукты, или для обеспечения хелперных функций, необходимых для упаковки хелпер-зависимого 

вируса (например, аденоассоциированного вируса). Получение клетки-хозяина включает такие методики, 

как сборка отобранных последовательностей ДНК. 

В другом альтернативном варианте источниками продуктов принципиально значимых генов адено-

вируса in trans являются аденовирусный вектор и/или вирус-хелпер. В этом случае подходящая клетка-

хозяин может быть выбрана из любого биологического организма, включая прокариотические (напри-

мер, бактериальные) клетки и эукариотические клетки, включая клетки насекомых, клетки дрожжей и 

клетки млекопитающих. 

Клетки-хозяева могут быть выбраны из клеток любых видов млекопитающих, включая, без ограни-

чения, такие клетки, как клетки А549, WEHI, 3Т3, 1011/2, HEK 293 или Per.C6 (обе из которых экспрес-

сируют функциональный аденовирусный Е1) [Fallaux, 1998], Saos, C2C12, L клетки, НТ1080, HepG2 и 

первичные фибробласты, гепатоциты и миобласты, полученные у млекопитающих, включая человека, 

обезьяну, мышь, крысу, кролика и хомяка. 

Особенно подходящей линией комплементирующих клеток является линия клеток Procell92. Линия 

клеток Procell92 получена на основе клеток HEK 293, экспрессирующих аденовирусные гены Е1, транс-

фицированных Tet репрессором под контролем промотора фосфоглицераткиназы-1 (PGK) человека и 

гена резистентности к G418 (Vitelli et al. PLOS One (2013) 8(e55435):1-9). Procell92.S адаптирована для 

роста в суспензии и является полезной в получении аденовирусных векторов, экспрессирующих токси-

ческие белки (www.okairos.com/e/inners.php?m=00084, последний доступ 13 апреля 2015). 

Сборка вирусной частицы и трансфекция клеточной линии. 

Как правило, при доставке вектора, содержащего миниген, путем трансфекции вектор доставляют в 
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количестве от приблизительно 5 до приблизительно 100 мкг ДНК, предпочтительно от приблизительно 

10 до приблизительно 50 мкг ДНК в от приблизительно 1×10
4
 клеток до приблизительно 1×10

13
 клеток, 

предпочтительно в приблизительно 10
5 

клеток. Однако относительные количества ДНК вектора в клет-

ках-хозяевах можно корректировать с учетом таких факторов, как выбранный вектор, способ доставки и 

выбранные клетки-хозяева. 

Внедрение вектора в клетку-хозяина можно осуществлять любым способом, известным в области 

техники, включая трансфекцию и инфицирование. Один или более аденовирусных генов могут быть ста-

бильно интегрированы в геном клетки-хозяина, экспрессироваться стабильно в виде эписом или экспрес-

сироваться транзиторно. Все продукты генов могут экспрессироваться транзиторно, в эписоме или ста-

бильно интегрированном виде, или некоторые из продуктов генов могут экспрессироваться стабильно, 

тогда как другие экспрессируются транзиторно. 

Внедрение векторов в клетку-хозяина может также достигаться с использованием методик, извест-

ных специалистам. Предпочтительно применяют стандартные способы трансфекции, например транс-

фекцию СаРС или электропорацию. 

Сборку отобранных последовательностей ДНК аденовируса (а также трансгена и других элементов 

вектора) в различные промежуточные плазмиды и использование плазмид и векторов для получения ре-

комбинантной вирусной частицы осуществляют с использованием стандартных методик. Такие методи-

ки включают стандартные методики клонирования кДНК, применение перекрывающихся олигонуклео-

тидных последовательностей геномов аденовирусов, полимеразную цепную реакцию и любые подходя-

щие способы, которые позволяют получить желаемую нуклеотидную последовательность. Используют 

стандартные методики трансфекции и котрансфекции, например метод преципитации СаРС. Другие 

применяемые стандартные способы включают гомологичную рекомбинацию вирусных геномов, бляш-

кообразование вирусов в слое агара, способы измерения формируемого сигнала и т.п. 

Например, после конструирования и сборки желаемого вирусного вектора, содержащего миниген, 

вектором трансфицируют in vitro пакующую клеточную линию в присутствии хелперного вируса. Проис-

ходит гомологичная рекомбинация между хелперными и векторными последовательностями, что позволяет 

последовательностям аденовируса-трансгена в векторе реплицироваться и упаковываться в капсиды ви-

риона, в результате чего образуются частицы рекомбинантного вирусного вектора. Полученные рекомби-

нантные аденовирусы являются полезными в переносе выбранного трансгена в выбранную клетку. В экс-

периментах in vivo с рекомбинантным вирусом, выращиваемым в пакующих клеточных линиях, рекомби-

нантные аденовирусные векторы с делецией Е1 по изобретению демонстрируют пригодность для переноса 

трансгена в клетку млекопитающего, не являющегося обезьяной, предпочтительно человека. 

Трансгены. 

Трансген представляет собой нуклеиновокислотную последовательность, гетерологичную по отно-

шению к последовательностям вектора, фланкирующим трансген, кодирующую белок, представляющий 

интерес. Кодирующая нуклеиновокислотная последовательность функционально связана с регуляторны-

ми компонентами таким образом, который позволяет трансгену транскрибироваться, транслироваться 

и/или экспрессироваться в клетке-хозяине. 

Состав последовательности трансгена будет зависеть от применения полученного вектора. Напри-

мер, трансген может быть терапевтическим трансгеном или иммуногенным трансгеном. Альтернативно, 

последовательность трансгена может включать репортерную последовательность, которая при экспрес-

сии производит выявляемый сигнал. Такие репортерные последовательности включают, без ограниче-

ния, последовательности ДНК, кодирующие β-лактамазу, β-галактозидазу (LacZ), щелочную фосфатазу, 

тимидин-киназу, зеленый флуоресцентный белок (GFP), хлорамфениколацетилтрансферазу (CAT), лю-

циферазу, мембраносвязанные белки, включая, например, CD2, CD4, CD8, белок гемагглютинин вируса 

гриппа и другие хорошо известные в области техники, к которым существуют или могут быть получены 

стандартными способами высокоаффинные антитела, и слитые белки, содержащие мембрано-связанный 

белок, надлежащим образом слитый с эпитопной меткой, происходящей из гемагглютинина или Мус, 

помимо прочих. Эти кодирующие последовательности, будучи ассоциированными с регуляторными эле-

ментами, которые направляют их экспрессию, обеспечивают сигналы, выявляемые стандартными спосо-

бами, включая ферментативный, радиографический, колориметрический, флуоресцентный или иной 

спектральный анализ, проточную цитометрию и иммунологический анализ, включая иммуноферментный 

анализ (ELISA), радиоиммунный анализ (RIA) и иммуногистохимию. 

В одном воплощении трансген представляет собой немаркерную последовательность, кодирующую 

продукт, который является полезным в биологии и медицине, такой как терапевтический трансген или 

иммуногенный трансген, такой как белки, РНК, ферменты или каталитические РНК. Желательные моле-

кулы РНК включают тРНК (транспортная РНК), днРНК (двунитевая РНК), рибосомальную РНК, катали-

тические РНК и антисмысловые РНК. Одним примером полезной последовательности РНК является по-

следовательность, которая подавляет экспрессию нуклеотидной последовательности-мишени в живот-

ном, получающем лечение. 

Трансген можно применять для лечения, например, генетических дефектов, в качестве противоопу-
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холевого средства или вакцины, для индуцирования иммунного ответа и/или для профилактической вак-

цинации. В данном документе индуцирование иммунного ответа относится к способности белка индуци-

ровать Т-клеточный и/или гуморальный иммунный ответ на белок. 

Соответственно, в одном воплощении данного изобретения предложен рекомбинантный вектор по 

данному изобретению, содержащий экспрессионную кассету, содержащую иммуногенный трансген, 

имеющий происхождение из патогена. В некоторых воплощениях патоген представляет собой респира-

торный вирус. Таким образом, в данном изобретении предложен рекомбинантный вектор на основе 

ChAd155, содержащий экспрессионную кассету, содержащую иммуногенный трансген, имеющий проис-

хождение из респираторного синцитиального вируса (RSV) человека. В одном воплощении рекомби-

нантный аденовирусный вектор на основе ChAd155 по данному изобретению содержит антиген F RSV и 

антигены М и N RSV. Более конкретно, нуклеиновая кислота кодирует антиген RSV FATM (белок слия-

ния (F) с делецией трансмембранной и цитоплазматической областей) и антигены RSV М2-1 (антитер-

минация транскрипции) и N (нуклеокапсид). В некоторых воплощениях рекомбинантный вектор содер-

жит нуклеиновокислотную последовательность (например, с экспрессионной кассетой), кодирующую 

последовательность SEQ ID NO: 37. В одном воплощении рекомбинантный вектор состоит, по существу, 

из полинуклеотида, имеющего последовательность SEQ ID NO: 11. 

Регуляторные элементы. 

В дополнение к трансгену вектор также включает стандартные контрольные элементы, которые 

функционально связаны с трансгеном таким образом, что обеспечивают его транскрипцию, трансляцию 

и/или экспрессию в клетке, трансфицированной плазмидным вектором или инфицированной вирусом, 

полученным по изобретению. В данном документе выражение "функционально связанный" охватывает 

как контролирующие экспрессию последовательности, которые являются смежными с интересующим 

геном, так и контролирующие экспрессию последовательности, которые контролируют интересующий 

ген, действуя in trans или на расстоянии. 

Контролирующие экспрессию последовательности включают подходящие последовательности 

инициации и терминации транскрипции, последовательности промотора и энхансера; сигналы эффек-

тивного процессинга РНК, такие как сигналы сплайсинга и полиаденилирования (поли А), включая по-

лиА β-глобина кролика; последовательности, стабилизирующие цитоплазматическую мРНК; последова-

тельности, повышающие эффективность трансляции (например, консенсусная последовательность Ко-

зак); последовательности, усиливающие стабильность белка и, при необходимости, последовательности, 

усиливающие секрецию кодируемого продукта. Среди прочих последовательностей можно использовать 

химерные интроны. 

В некоторых воплощениях с трансгеном может быть функционально связан посттранскрипционный 

регуляторный элемент вируса гепатита сурков (WPRE) (Zuffrey et al. (1999) J. Virol.; 73(4):2886-9). При-

мер WPRE приведен в SEQ ID NO: 26. 

"Промотор" представляет собой нуклеотидную последовательность, которая позволяет связываться 

РНК полимеразе и направляет транскрипцию гена. Как правило, промотор расположен в 5' некодирую-

щей области гена, вблизи сайта начала транскрипции гена. Элементы последовательности в составе про-

моторов, которые функционируют при инициации транскрипции, часто характеризуются консенсусными 

нуклеотидными последовательностями. Примеры промоторов включают промоторы бактерий, дрожжей, 

растений, вирусов и млекопитающих (включая человека), но не ограничиваются ими. В области техники 

известно и может применяться большое количество последовательностей, контролирующих экспрессию, 

включая промоторы, которые являются внутренними, нативными, конститутивными, индуцибельными 

и/или тканеспецифичными. 

Примеры конститутивных промоторов включают промотор TBG (тироксинсвязывающий глобу-

лин), промотор LTR (длинные концевые повторы) вируса саркомы Рауса (возможно, с энхансером), про-

мотор цитомегаловируса (CMV) (возможно, с энхансером CMV, см., например, Boshart et al., Cell, 

41:521-530 (1985)), промотор CASI, промотор SV40, промотор дигидрофолатредуктазы, промотор β-

актина, промотор фосфоглицеролкиназы (PGK) и промотор EF1a (фактор элонгации 1a) (Invitrogen), но 

не ограничиваются ими. 

В некоторых воплощениях промотор представляет собой промотор CASI (см., например, WO 

2012/115980). Промотор CASI представляет собой синтетический промотор, содержащий часть энхансе-

ра CMV, часть промотора β-актина цыпленка и часть энхансера UBC (убиквитин С). В некоторых во-

площениях промотор CASI может включать нуклеиновокислотную последовательность, идентичную по 

меньшей мере приблизительно на 90%, по меньшей мере приблизительно на 95%, по меньшей мере при-

близительно на 96%, по меньшей мере приблизительно на 97%, по меньшей мере приблизительно на 

98%, по меньшей мере приблизительно на 99% или более SEQ ID NO: 12. В некоторых воплощениях 

промотор содержит нуклеотидную последовательность SEQ ID NO: 12 или состоит из нее. 

Индуцибельные промоторы позволяют регулировать экспрессию гена и могут регулироваться по-

средством экзогенно вносимых соединений, факторов окружающей среды, таких как температура, или 

наличия определенного физиологического состояния, например острой фазы, конкретного состояния 
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дифференцировки клетки или только в реплицирующихся клетках. Индуцибельные промоторы и инду-

цибельные системы доступны из различных коммерческих источников, включая Invitrogen, Clontech и 

Ariad, но не ограничиваясь ими. Описаны многие другие системы, которые могут быть легко выбраны 

специалистом в области техники. Например, индуцибельные промоторы включают цинк-индуцируемый 

промотор металлотионеина овцы (МТ) и дексаметазон (Dex)-индуцируемый промотор вируса опухоли 

молочной железы мыши (MMTV). Другие индуцибельные системы включают систему промотора Т7-

полимеразы (WO 98/10088); промотор экдизона насекомых (No et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:3346-

3351 (1996)), тетрациклин-репрессируемую систему (Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-

5551 (1992)), тетрациклин-индуцируемую систему (Gossen et al., Science, 378:1766-1769 (1995), см. также 

Harvey et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 2:512-518 (1998)). Другие системы включают димер FK506, VP16 

или р65, с использованием кастрадиола, дифенол-муристерона, RU486-индуцируемую систему (Wang et 

al., Nat. Biotech., 15:239-243 (1997) и Wang et al., Gene Ther., 4:432-441 (1997)) и рапамицин-

индуцируемую систему (Magari et al., J. Clin. Invest., 100:2865-2872 (1997)). Эффективность некоторых 

индуцибельных промоторов увеличивается со временем. В таких случаях можно повысить эффектив-

ность таких систем путем встраивания нескольких тандемно расположенных репрессоров, например 

TetR, связанный с TetR посредством IRES (участок внутренней посадки рибосомы). 

В другом воплощении используют нативный для трансгена промотор. Нативный промотор может 

быть предпочтителен, когда желательно, чтобы экспрессия трансгена имитировала нативную экспрес-

сию. Нативный промотор можно применять, когда экспрессия трансгена должна регулироваться времен-

но или в процессе развития, или тканеспецифичным образом, или в ответ на определенные транскрипци-

онные стимулы. В следующем воплощении для имитации нативной экспрессии можно также применять 

другие нативные контролирующие экспрессию элементы, такие как энхансерные элементы, сайты поли-

аденилирования или консенсусные последовательности Козак. 

Трансген может быть функционально связан с тканеспецифичным промотором. Например, если же-

лательна экспрессия в скелетной мышце, следует использовать промотор, активный в мышце. Они вклю-

чают промоторы генов, кодирующих скелетный β-актин, легкую цепь 2А миозина, дистрофин, креатин-

киназу мышц, а также синтетические промоторы мышц с активностью, превышающей таковую естест-

венных промоторов (см. Li et al., Nat. Biotech., 17:241-245 (1999)). Известны примеры тканеспецифичных 

промоторов для печени (альбумин Miyatake et al., J. Virol., 71:5124-32 (1997); основной промотор вируса 

гепатита В, Sandig et al., Gene Ther., 3:1002-9 (1996); α-фетопротеин (AFP), Arbuthnot et al., Hum. Gene 

Ther., 7: 1503-14 (1996)), остеокальцин кости (Stein et al., Mol. Biol. Rep., 24:185-96 (1997)); сиалопротеин 

кости (Chen et al., J. Bone Miner. Res., 11:654-64 (1996)), лимфоциты (CD2, Hansal et al., J. Immunol., 

161:1063-8 (1998); тяжелая цепь иммуноглобулина; цепь Т клеточного рецептора), нейрональные, такие 

как промотор нейрон-специфической енолазы (NSE) (Andersen et al., Cell. Mol. Neurobiol., 13:503-15 

(1993)), ген легкой цепи нейрофиламента (Piccioli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:5611-5 (1991)) и ген 

нейрон-специфического vgf (Piccioli et al., Neuron, 15:373-84 (1995)), среди прочих. 

Возможно, векторы, несущие трансгены, кодирующие терапевтически полезные или иммуногенные 

продукты, могут также включать селективные маркеры или репортерные гены, которые могут включать 

последовательности, обеспечивающие резистентность к генетицину, гигромицину или пуромицину, по-

мимо прочих. Такие селективные репортерные или маркерные гены (предпочтительно расположенные 

вне вирусного генома, упаковываемого в вирусную частицу) можно применять, чтобы сигнализировать о 

наличии плазмид в бактериальных клетках, например, как в случае резистентности к ампициллину. Дру-

гие компоненты вектора могут включать точку начала репликации. 

Указанные векторы создают с применением методик и последовательностей, приведенных в дан-

ном документе, в сочетании со способами, известными специалистам в области техники. Такие методики 

включают стандартные методики клонирования кДНК, описанные в публикациях, применение перекры-

вающихся олигонуклеотидных последовательностей геномов аденовирусов, полимеразную цепную ре-

акцию и любые подходящие способы, которые обеспечивают нужную нуклеотидную последователь-

ность. 

Терапия и профилактика. 

Рекомбинантные векторы на основе ChAd155 являются полезными для переноса генов человеку 

или млекопитающему, не являющемуся обезьяной, in vitro, ex vivo и in vivo. 

Рекомбинантные аденовирусные векторы, описанные в данном документе, можно применять в ка-

честве экспрессирующих векторов для получения продуктов, кодируемых гетерологичными трансгенами 

in vitro. Например, рекомбинантным репликативно-некомпетентным аденовирусом, содержащим транс-

ген, может быть трансфицирована линия комплементирующих клеток, как описано выше. 

Рекомбинантный аденовирусный вектор на основе ChAd155 обеспечивает эффективное средство 

переноса генов, которое может доставлять выбранный трансген в выбранную клетку-хозяина in vivo или 

ex vivo, даже когда организм имеет нейтрализующие антитела к одному или более серотипам аденовиру-

са. В одном воплощении вектор и клетки смешивают ех vivo, инфицированные клетки культивируют с 

использованием стандартных методик и осуществляют реинфузию трансдуцированных клеток пациенту. 
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Данные методики являются наиболее подходящими для доставки генов в терапевтических целях и для 

иммунизации, включая индуцирование защитного иммунитета. 

Иммуногенные трансгены. 

Рекомбинантные векторы на основе ChAd155 также можно вводить иммуногенных композициях. 

Иммуногенная композиция, описанная в данном документе, представляет собой композицию, содержа-

щую один и более рекомбинантных векторов ChAd155, способных, после доставки млекопитающему, 

предпочтительно человеку, индуцировать иммунный ответ, например гуморальный (например, анти-

тельный) и/или клеточно-опосредованный (например, цитотоксическими Т-клетками) ответ против 

трансгенного продукта, доставляемого вектором. Рекомбинантный аденовирус может содержать (пред-

почтительно в любой делеции гена) ген, кодирующий желательный иммуноген и может, таким образом, 

применяться в вакцине. Рекомбинантные аденовирусы можно использовать в качестве профилактиче-

ских или терапевтических вакцин против любого патогена, у которого идентифицирован(ы) антиген(ы), 

играющий(ие) важнейшую роль для индуцирования иммунного ответа и способные ограничивать рас-

пространение патогена, и для которых доступна кДНК. 

Соответственно, в одном воплощении настоящего изобретения предложено применение рекомби-

нантного аденовируса по настоящему изобретению для лечения заболевания, вызванного патогеном. В 

одном воплощении такое лечение представляет собой профилактику. В одном воплощении данного изо-

бретения предложено применение рекомбинантного аденовируса для выработки иммуного ответа против 

патогена. В некоторых воплощениях патоген представляет собой респираторный вирус. Таким образом, 

в данном изобретении предложено применение рекомбинантного вектора на основе ChAd155, содержа-

щего экспрессионную кассету, содержащую иммуногенный трансген, имеющий происхождение из рес-

пираторного синцитиального вируса (RSV) человека для лечения или профилактики инфекции RSV. В 

одном воплощении рекомбинантный аденовирусный вектор на основе ChAd155 по данному изобретению 

содержит антиген F RSV и антигены М и N RSV. Более конкретно, нуклеиновая кислота кодирует анти-

ген RSV F∆TM (белок слияния (F) с делецией трансмембранной и цитоплазматической областей) и анти-

гены RSV M2-1 (антитерминация транскрипции) и N (нуклеокапсид). В частности, трансген кодирует 

антиген RSV, описываемый SEQ ID NO: 37. 

В других воплощениях данного изобретения предложено применение рекомбинантного аденовиру-

са по данному изобретению для изготовления лекарственного средства для выработки иммунного ответа 

против патогена. Таким образом, в данном изобретении предложено применение рекомбинантного аде-

новирусного вектора на основе ChAd155, содержащего экспрессионную кассету, содержащую иммуно-

генный трансген, имеющий происхождение из респираторного синцитиального вируса (RSV) человека 

для изготовления лекарственного средства для лечения или профилактики инфекции RSV. Более кон-

кретно, трансген кодирует антиген RSV FATM (белок слияния (F) с делецией трансмембранной и цито-

плазматической областей) и антигены RSV M2-1 (фактор антитерминации транскрипции) и N (нуклео-

капсид). В частности, трансген кодирует антиген RSV, описываемый SEQ ID NO: 37, например в одном 

воплощении трансген содержит полинуклеотид с SEQ ID NO: 11. 

В одном воплощении настоящего изобретения предложен способ лечения или предупреждения за-

болевания, вызванного патогеном, включающий введение эффективного количества рекомбинантного 

аденовируса по настоящему изобретению, например аденовируса на основе ChAd155, содержащего экс-

прессионную кассету, содержащую иммуногенный трансген, имеющий происхождение из патогена. В 

некоторых воплощениях патоген представляет собой респираторный синцитиальный вирус (RSV) чело-

века. В одном воплощении настоящего изобретения предложен способ выработки или усиления иммун-

ного ответа, направленного против респираторного синцитиального вируса (RSV) человека, включаю-

щий введение рекомбинантного аденовируса по настоящему изобретению. В частности, способ выработ-

ки или усиления иммунного ответа включает введение эффективного количества аденовируса на основе 

ChAd155, включающего трансген, кодирующий антиген RSV, описываемый SEQ ID NO: 37, например в 

одном воплощении трансген содержит полинуклеотид с SEQ ID NO: 11. 

В одном воплощении настоящего изобретения предложена иммуногенная композиция, содержащая 

рекомбинантный аденовирус по настоящему изобретению, например аденовирус на основе ChAd155, 

включающий экспрессионную кассету, содержащую иммуногенный трансген, имеющий происхождение 

из патогена, например респираторного синцитиального вируса (RSV) человека и фармацевтически при-

емлемый эксципиент. 

Такие вакцины или иные иммуногенные композиции могут быть изготовлены в подходящем для 

доставки носителе. Как правило, дозы иммуногенных композиций находятся в диапазоне, который ука-

зан далее в разделе "Способы доставки и дозы". Для определения необходимости в бустерных введениях 

можно оценивать уровень иммунитета к выбранному гену. После определения титров антител в сыво-

ротке могут быть желательными возможные бустерные иммунизации. 

В одном воплощении иммуногенная композиция, содержащая рекомбинантный аденовирусный 

вектор на основе ChAd155 по настоящему изобретению, содержит экспрессионную кассету, содержащую 

трансген, кодирующий антиген F RSV и антигены М и N RSV. Более конкретно, трансген кодирует анти-

ген RSV FATM (белок слияния (F) с делецией трансмембранной и цитоплазматической областей) и анти-
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гены RSV M2-1 (фактор антитерминации транскрипции) и N (нуклеокапсид). В частности, трансген ко-

дирует антиген RSV, описываемый SEQ ID NO: 37, например в одном воплощении трансген содержит 

полинуклеотид с SEQ ID NO: 11. Возможно, вакцина или иммуногенная композиция по изобретению 

может быть изготовлена так, чтобы содержать другие компоненты, включая, например, адъюванты, ста-

билизаторы, регуляторы рН, консерванты и т.п. Примеры подходящих адъювантов приведены ниже в 

разделе "Адъюванты". Такой адъювант можно вводить с примирующей ДНК-вакциной, кодирующей 

антиген, для усиления антиген-специфичного иммунного ответа по сравнению с иммунным ответом, 

развивающимся после первичной вакцинации только ДНК-вакциной, кодирующей антиген. Альтерна-

тивно, такой адъювант можно вводить с полипептидным антигеном, который вводят в схеме введения, 

включающей векторы ChAd155 по изобретению (как описано ниже в разделе "Схемы введения"). 

Рекомбинантные аденовирусы вводят в иммуногенном количестве, т.е. в количестве рекомбинант-

ного аденовируса, которое является эффективным при способе введения для трансфекции необходимых 

целевых клеток и обеспечения достаточных уровней экспрессии выбранного гена для индуцирования 

иммунного ответа. При обеспечении защитного иммунитета рекомбинантные аденовирусы считают вак-

цинными композициями, полезными для предупреждения инфекции и/или рецидивирующего заболева-

ния. 

Иммуногены, экспрессируемые векторами по изобретению, которые полезны для иммунизации че-

ловека или животного, не являющегося человеком, против других патогенов, включают, например, бак-

терии, грибы, паразитические микроорганизмы или многоклеточных паразитов, инфицирующих челове-

ка и позвоночных, не являющихся человеком, или иммуногены из опухолевой клетки или раковой клет-

ки. Например, иммуногены могут быть выбраны из ряда вирусных семейств. Примеры вирусных се-

мейств, против которых желателен иммунный ответ, включают респираторные вирусы, такие как респи-

раторный синцитиальный вирус (RSV) и другие парамиксовирусы, такие как метапневмовирус человека, 

hMPV, и вирусы парагриппа (PIV). 

Инфекция RSV не обеспечивает полноценный защитный иммунитет. После инфицирования в ран-

нем детском возрасте происходят реинфекции RSV, проявляющиеся клинически, которые продолжаются 

на протяжении взрослой жизни. Как правило, такие реинфекции остаются недиагностированными, по-

скольку они обычно протекают как обыкновенные острые инфекции верхних дыхательных путей. У бо-

лее уязвимых лиц (например, у взрослых с ослабленным иммунитетом или у пожилых) реинфекции мо-

гут также приводить к тяжелому заболеванию. Оба компонента иммунной системы (гуморальный и кле-

точный иммунитет) вовлечены в защиту от тяжелого заболевания [Guvenel, 2014]. 

Гуморальный иммунный ответ способен нейтрализовать вирус и подавить репликацию вируса, та-

ким образом играя важную роль в защите против инфекции нижних дыхательных путей, вызванной RSV, 

и тяжелого заболевания [Piedra, 2003]. Продемонстрировано, что профилактическая пассивная иммуни-

зация моноклональными IgG антителами, нейтрализующими RSV (Synagis), в некоторой степени преду-

преждает заболевание RSV у недоношенных детей и новорожденных с бронхолегочной дисплазией или 

лежащим в основе сердечно-легочным заболеванием [Cardenas, 2005]. 

Т-клетки также вовлечены в контроль заболевания, вызванного RSV. Летальные инфекции RSV 

были описаны у пациентов с низким количеством CD8 Т-клеток, как в случае тяжелой комбинированной 

иммунной недостаточности, у реципиентов костного мозга и легочного трансплантата [Hertz, 1989]. Гис-

топатологические исследования случаев инфекции RSV у новорожденных с летальным исходом показы-

вают, что существует относительная недостаточность CD8 Т-клеток в инфильтрате легкого [Welliver, 

2007]. Более того, в моделях на животных с RSV присутствие CD8 Т-клеток, продуцирующих интерфе-

рон гамма (IFN-γ), было ассоциировано с ослабленным ответом Th2 и пониженной эозинофилией [Casti-

low, 2008; Stevens, 2009]. 

Полагают, что рекомбинантные векторы, описанные в данном документе, будут высокоэффективны 

для индуцирования цитолитических Т-клеток и антител, направленных на встроенный гетерологичный 

антигенный белок, экспрессируемый вектором. 

Подходящие антигены RSV, которые полезны в качестве иммуногенов для иммунизации человека 

или животного, не являющегося человеком, могут быть выбраны из: белка слияния (F), белка присоеди-

нения (G), белка матрикса (М2) и нуклеопротеина (N). Термин "белок F", или "белок слияния", или "по-

липептид белка F", или "полипептид белка слияния" относится к полипептиду или белку, имеющему всю 

или часть аминокислотной последовательности полипептида белка слияния RSV. Аналогично, термин 

"белок G" или "полипептид белка G" относится к полипептиду или белку, имеющему всю или часть ами-

нокислотной последовательности полипептида белка присоединения RSV. Термин "белок М", или "белок 

матрикса", или "полипептид белка М" относится к полипептиду или белку, имеющему всю или часть 

аминокислотной последовательности полипептида белка матрикса RSV и может включать либо один, 

либо оба из генных продуктов М2-1 (который в данном документе может указываться как М2.1) и М2-2. 

Аналогично, термин "белок N", или "белок нуклеокапсида", или "полипептид белка N" относится к по-

липептиду или белку, имеющему всю или часть аминокислотной последовательности нуклеопротеина 

RSV. 

Описаны две группы штаммов RSV человека, группы А и В, основанные, главным образом, на раз-
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личиях антигенности гликопротеина G. В настоящее время выделены различные штаммы RSV, любые из 

которых являются подходящими, когда речь идет об антигенах иммуногенных комбинаций, описанных в 

данном документе. Примеры штаммов, обозначенных номерами доступа GenBank и/или EMBL, можно 

найти в опубликованной заявке на патент US 2010/0203071 (WO 2008114149), включенной в данное опи-

сание путем ссылки для изложения нуклеотидных и полипептидных последовательностей белков F и G 

RSV, подходящих для применения в данном изобретении. В воплощении белок F RSV может представ-

лять собой эктодомен белка F RSV (FATM). 

Примеры нуклеиновокислотных и белковых последовательностей белков М и N можно найти, на-

пример, в опубликованной заявке на патент US 2014/0141042 (WO 2012/089833), включенной в данное 

описание для изложения нуклеотидных и полипептидных последовательностей белков М и N RSV, под-

ходящих для применения в данном изобретении. 

Предпочтительно для применения в данном изобретении трансгенная нуклеиновая кислота кодиру-

ет антиген F RSV и антигены М и N RSV. Более конкретно, нуклеиновая кислота кодирует антиген RSV 

FATM (белок слияния (F) с делецией трансмембранной и цитоплазматической областей) и антигены RSV 

М2-1 (фактор антитерминации транскрипции) и N (нуклеокапсид). 

Белок слияния (F) с делецией трансмембранной и цитоплазматической областей (F0∆TM). 

Белок F RSV представляет собой основной поверхностный антиген и опосредует вирусное слияние 

с клетками-мишенями. Белок F представляет собой антиген, являющийся высококонсервативным среди 

подгрупп и штаммов RSV. Белок F является мишенью для нейтрализующих антител, включая профилак-

тическое нейтрализующее RSV моноклональное антитело Synagis. Делеция трансмембранной области и 

цитоплазматического хвоста делает возможной секрецию белка FATM. Нейтрализующие антитела, 

включая Synagis, распознающие растворимую форму белка F, ингибируют инфицирующую способность 

RSV in vitro [Magro, 2010]. 

Белок нуклеокапсида (N). 

Белок N представляет собой внутренний (неэкспонируемый) антиген, являющийся высококонсерва-

тивным среди штаммов RSV и известный как источник множества эпитопов, распознаваемых Т-

клетками [Townsend, 1984]. 

Белок N является существенным для репликации и транскрипции генома RSV. Основной функцией 

белка N является инкапсуляция вирусного генома для транскрипции РНК, репликации и упаковки, а так-

же его защита от рибонуклеаз. 

Белок антитерминации транскрипции (М2-1). 

Белок М2-1 представляет собой фактор антитерминации транскрипции, имеющий важное значение 

для эффективного синтеза полноразмерных информационных РНК (мРНК), а также для синтеза поли-

цистронных мРНК со сквозным пропитыванием, характерных для несегментированных вирусов с отри-

цательной цепью РНК. М2-1 представляет собой внутренний (неэкспонируемый) антиген, являющийся 

высококонсервативным среди штаммов RSV и известный как источник множества эпитопов, распозна-

ваемых Т-клетками [Townsend, 1984]. 

В одном воплощении данного изобретения предложен рекомбинантный вектор на основе ChAd155, 

содержащий трансген, кодирующий антиген RSV FATM и антигены М2-1 и N RSV, где сайт саморасще-

пления находится между антигеном RSV FATM и М2-1 RSV, а гибкий линкер расположен между анти-

генами М2-1 и N RSV. В одном воплощении подходящая трансгенная нуклеиновая кислота кодирует 

полипептид, представленный SEQ ID NO: 37. 

В одном воплощении иммуноген может иметь происхождение из ретровируса, например лентиви-

руса, такого как вирус иммунодефицита человека (HIV). В таком воплощении иммуногены могут иметь 

происхождение HIV-1 или HIV-2. 

Геном HIV кодирует ряд различных белков, каждый из которых может быть иммуногенным в це-

лом виде или в виде фрагмента, при экспрессии векторами по данному изобретению. Белки оболочки 

включают, например, gp120, gp41 и предшественник Env gp160. Белки HIV, не являющиеся белками обо-

лочки, включают, например, внутренние структурные белки, такие как продукты генов gag и pol и другие 

неструктурные белки, такие как Rev, Nef, Vif и Tat. В воплощении вектор по изобретению кодирует один 

или более полипептидов, содержащих HIV Gag. 

Ген Gag транслируется в виде полипротеина-предшественника, который расщепляется протеазой с 

образованием продуктов, включающих белок матрикса (р17), капсид (р24), нуклеокапсид (р9), р6 и два 

соединительных пептида, р2 и р1, все из которых являются примерами фрагментов Gag. 

Ген Gag дает начало белку-предшественнику Gag размером 55 кДа, также обозначаемому как р55, 

который экспрессируется с не прошедшей сплайсинг вирусной мРНК. В ходе трансляции N конец р55 

подвергается миристоилированию, что запускает его ассоциацию с цитоплазматической стороной кле-

точных мембран. Ассоциированный с мембраной полипротеин Gag захватывает две копии вирусной ге-

номной РНК наряду с другими вирусными и клеточными белками, тем самым запуская процесс отпочко-

вывания вирусной частицы от поверхности инфицированной клетки. После отпочковывания р55 расщеп-

ляется протеазой, кодируемой вирусом (продукт гена pol) в ходе процесса созревания вируса, на четыре 

более мелких белка, обозначаемых как МА (матрикс [р17]), СА (капсид [р24]), NC (нуклеокапсид [р9]) и 



039001 

- 28 - 

р6, все из которых являются примерами фрагментов Gag. В одном воплощении векторы по данному изо-

бретению содержат полипептид Gag SEQ ID NO: 38. 

Адъюванты. 

Термин "адъювант" в данном документе относится к композиции, которая усиливает иммунный от-

вет на иммуноген. Примеры таких адъювантов включают неорганические адъюванты (например, неорга-

нические соли металлов, такие как фосфат алюминия или гидрат окиси алюминия), органические адъю-

ванты (например, сапонины, такие как QS21 или сквален), адъюванты на основе масел (например, пол-

ный адъювант Фрейнда и неполный адъювант Фрейнда), цитокины (например, IL-1β (интерлейкин 1β), 

IL-2, IL-7, IL-12, IL-18, GM-CFS и INF-γ (интерферон γ)), адъюванты в виде частиц (например, иммуно-

стимулирующие комплексы (ISCOMS), липосомы или биодеградируемые микросферы), виросомы, бак-

териальные адъюванты (например, монофосфориллипид А, такой как 3-де-О-ацилированный монофос-

фориллипид A (3D-MPL) или мурамилпептиды), синтетические адъюванты (например, неионные блок-

сополимеры, аналоги мурамилпептидов или синтетический липид А), синтетические полинуклеотидные 

адъюванты (например, полиаргинин или полилизин) и иммуностимулирующие олигонуклеотиды, со-

держащие неметилированные динуклеотиды CpG ("CpG"), но не ограничиваются ими. 

Одним из подходящих адъювантов является монофосфориллипид А (MPL), в частности 3-де-О-

ацилированный монофосфориллипид A (3D-MPL). Химически он часто поставляется в виде смеси 3-де-

О-ацилированного монофосфориллипида А с 4, 5 или 6 ацилированными цепями. Его можно очистить и 

получить способами, изложенными в GB 2122204 В, где также изложено получение дифосфориллипида 

А и его 3-О-деацилированных вариантов. Описаны другие очищенные и синтетические липополисахари-

ды (патенты US 6005099 и ЕР 0729473 В1; Hilgers et al., 1986, Int.Arch. Allergy. Immunol., 79(4):392-6; 

Hilgers et al., 1987, Immunology, 60(1):141-6; и EP 0549074 B1I). 

Сапонины также представляют собой подходящие адъюванты (см. Lacaille-Dubois, M. and Wagner 

H., A review of the biological and pharmacological activities of saponins. Phytomedicine vol. 2 pp. 363-386 

(1996)). Например, сапонин Quil А (полученный из коры южноамериканского дерева Quillaja Saponaria 

Molina) и его фракции, описанные в патенте US 5057540 и Kensil, Grit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 1996, 

12:1-55; и ЕР 0362279 B1. Очищенные фракции Quil A также известны как иммуностимуляторы, такие 

как QS21 и QS17; способы их получения описаны в патентах US 5057540 и ЕР 0362279 В1. В указанных 

источниках также описан QS7 (негемолитическая фракция Quil-A). Применение QS21 также описано 

Kensil et al. (1991, J. Immunology, 146: 431-437). Также известны комбинации QS21 с полисорбатом или 

циклодекстрином (WO 99/10008). Системы адъювантов в виде частиц, содержащие фракции QuilA, такие 

как QS21 и QS7, описаны в WO 96/33739 и WO 96/11711. 

Другие адъюванты представляют собой иммуностимулирующие олигонуклеотиды, содержащие 

неметилированные динуклеотиды CpG ("CpG") (Krieg, Nature 374:546 (1995)). CpG это аббревиатура, 

обозначающая динуклеотидный мотив цитозин-гуанозин, присутствующий в ДНК. CpG известен как 

адъювант, вводимый как системно, так и через слизистую (WO 96/02555, ЕР 468520, Davis et al., J. Immu-

nol, 1998, 160:870-876; McCluskie and Davis, J. Immunol., 1998, 161:4463-6). CpG, включенный в состав 

вакцин, можно вводить в виде свободного раствора вместе со свободным антигеном (WO 96/02555), или 

ковалентно конъюгированный с антигеном (WO 98/16247), или приготовленный с носителем, таким как 

гидрат окиси алюминия (Brazolot-Millan et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 1998, 95:15553-8). 

Адъюванты, такие как описанные выше, могут быть приготовлены вместе с носителями, такими как 

липосомы, эмульсии типа "масло в воде" и/или солями металлов (включая соли алюминия, такие как 

гидрат окиси алюминия). Например, 3D-MPL может быть объединен с гидроксидом алюминия  

(ЕР 0689454) или эмульсиями масло в воде (WO 95/17210); QS21 может быть приготовлен вместе с липо-

сомами, содержащими холестерин (WO 96/33739), эмульсиями типа "масло в воде" (WO 95/17210) или 

квасцами (WO 98/15287); CpG может быть приготовлен вместе с квасцами (Brazolot-Millan, см. выше) 

или другими катионными носителями. 

В данном изобретении можно использовать комбинации адъювантов, в частности комбинацию мо-

нофосфориллипида А и производного сапонина (см., например, WO 94/00153; WO 95/17210;  

WO 96/33739; WO 98/56414; WO 99/12565; WO 99/11241), более конкретно комбинацию QS21 и 3D-

MPL, как описано в WO 94/00153, или композицию, где QS21 объединен с липосомами, содержащими 

холестерин (DQ), как описано в WO 96/33739. Альтернативно, комбинация CpG и сапонина, такого как 

QS21, представляет собой адъювант, подходящий для применения в данном изобретении. Эффективная 

адъювантная композиция, включающая QS21, 3D-MPL и токоферол в эмульсии "масло в воде" описана в 

WO 95/17210 и представляет собой другую композицию для применения в данном изобретении. Сапони-

новые адъюванты можно приготовлять в липосомах и комбинировать с иммуностимулирующим олиго-

нуклеотидом. Так, подходящие адъювантные системы включают, например, комбинацию монофосфо-

риллипида А, предпочтительно 3D-MPL, вместе с солью алюминия (например, как описано в  

WO 00/23105). Дополнительные примеры адъювантов включают QS21 и/или MPL и/или CpG. QS21 мо-

жет быть объединен с липосомами, содержащими холестерин, как описано в WO 96/33739. 

Другие подходящие адъюванты включают алкил-глюкозаминид-фосфаты (AGP), такие, как описан-
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ные в WO 9850399 или в US 6303347 (также описывает способы получения AGP), или фармацевтически 

приемлемые соли AGP, как описано в патенте US 6764840. Некоторые AGP представляют собой агони-

сты TLR4, а некоторые являются антагонистами TLR4. И те, и другие можно применять в качестве адъ-

ювантов. 

Обнаружили, что слияние инвариантной цепи с антигеном, входящим в состав системы экспрессии, 

используемой для вакцинации, повышает иммунный ответ на указанный антиген, если его вводят с аде-

новирусом (WO 2007/062656, опубликованная как US 2011/0293704 и включенная путем ссылки для из-

ложения инвариантных последовательностей цепей). Соответственно, в одном воплощении изобретения 

иммуногенный трансген может экспрессироваться совместно с инвариантной цепью в составе рекомби-

нантного вирусного вектора ChAd155. 

В другом воплощении изобретения предложено применение капсида ChAd155 (возможно приме-

няют интактную или рекомбинантную вирусную частицу или пустой капсид) для индуцирования ответа - 

иммуномодулирующего эффекта или для усиления ответа цитотоксических Т-клеток на другой активный 

агент или выполнения функции адъюванта посредством доставки субъекту капсида ChAd155. Капсид 

ChAd155 можно доставлять в отдельности или в комбинации с активным агентом для усиления иммун-

ного ответа на него. Предпочтительно желаемый эффект может достигаться без инфицирования хозяина 

аденовирусом. 

Схемы введения. 

Главным образом, рекомбинантные векторы на основе аденовируса ChAd155 будут использовать 

для доставки терапевтических или иммуногенных молекул (таких как белки). Нетрудно понять, что при 

обоих применениях рекомбинантные аденовирусные векторы по изобретению особенно хорошо подхо-

дят для применения в схемах, в которые вовлечено повторное введение рекомбинантных аденовирусных 

векторов. Такие схемы, как правило, включают доставку серии вирусных векторов, в которых вирусные 

капсиды сменяют друг друга. Вирусные капсиды можно менять при каждом последующем введении или 

после определенного числа введений капсида конкретного серотипа (например, одного, двух, трех, четы-

рех или более). Таким образом, схема может включать доставку рекомбинантного аденовируса с первым 

капсидом, доставку рекомбинантного аденовируса со вторым капсидом и доставку рекомбинантного 

аденовируса с третьим капсидом. Специалистам в области техники будет очевидно множество других 

схем, в которых используют аденовирусные капсиды по изобретению в отдельности, в комбинации друг 

с другом или в комбинации с другими аденовирусами (которые предпочтительно не демонстрируют им-

мунологической перекрестной реактивности). Возможно такая схема может включать введение рекомби-

нантного аденовируса с капсидами других аденовирусов приматов, не являющихся человеком, аденови-

русов человека или искусственными последовательностями, как описано в данном документе. 

Аденовирусные векторы по изобретению особенно хорошо подходят для схем лечения, в которых 

необходима многократная доставка трансгенов, опосредованная аденовирусами, например в схемах, 

включающих повторяющуюся доставку того же самого трансгена, или в комбинированных схемах, 

включающих доставку других трансгенов. Такие схемы могут включать введение аденовирусного векто-

ра ChAd155 с последующим повторным введением вектора на основе аденовируса того же самого серо-

типа. Наиболее предпочтительные схемы включают введение аденовирусного вектора ChAd155, в кото-

ром источник аденовирусных капсидных последовательностей у вектора, доставляемого при первом вве-

дении, отличается от источника аденовирусных капсидных последовательностей у вирусного вектора, 

используемого в одном или более последующих введений. Например, схема лечения включает введение 

вектора ChAd155 и повторное введение одного или более аденовирусных векторов того же самого или 

других серотипов. 

В другом примере схема лечения включает введение аденовирусного вектора с последующим по-

вторным введением вектора ChAd155, который имеет капсид, который отличается от источника капсида 

в аденовирусном векторе, введенном первым, и возможно дополнительное введение другого вектора, 

который является таким же или предпочтительно отличается от источника аденовирусного капсида век-

тора на предшествующих стадиях введения. Указанные схемы могут обеспечивать доставку одинаковых 

или различных терапевтических или иммуногенных молекул. Указанные схемы не ограничиваются дос-

тавкой аденовирусных векторов, сконструированных с применением последовательностей ChAd155. 

Скорее, в этих схемах можно легко применять другие аденовирусные последовательности, включая, без 

ограничения, другие аденовирусные последовательности, включая другие аденовирусные последова-

тельности приматов, не являющихся человеком, или аденовирусные последовательности человека, в 

комбинации с векторами ChAd155. 

В дополнительном примере схема лечения может включать либо одновременную (такую как совме-

стное введение), либо последовательную (такую как прайм-буст) доставку (1) одного или более аденови-

русных векторов ChAd155 и (2) дополнительного компонента, такого как векторы, не являющиеся аде-

новирусными, невирусные векторы и/или ряд других терапевтически полезных соединений или молекул, 

таких как антигенные белки, возможно вводимые одновременно с адъювантом. Указанные схемы могут 

обеспечивать доставку одинаковых или различных терапевтических или иммуногенных молекул. При-

меры совместного введения включают гомолатеральное совместное введение и контралатеральное со-
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вместное введение (более подробно описанные ниже в разделе "Способы доставки и дозы"). 

Подходящие векторы, не являющиеся аденовирусными, для применения в одновременной или осо-

бенно в последовательной доставке (такой как прайм-буст) с одним или более аденовирусными вектора-

ми на основе ChAd155 включают один или более поксвирусных векторов. Предпочтительно поксвирус-

ные векторы принадлежат к подсемейству chordopoxvirinae, более предпочтительно к роду в указанном 

подсемействе, выбранному из группы, состоящей из orthopox, parapox, yatapox, avipox (предпочтительно 

canarypox (ALVAC) или fowlpox (FPV)) и molluscipox. Еще более предпочтительно поксвирусный вектор 

относится к роду orthopox и выбран из группы, состоящей из вируса vaccinia, NYVAC (производного 

штамма vaccinia Copenhagen), модифицированного штамма Vaccinia Ankara (MVA), вируса коровьей ос-

пы и вируса обезьяньей оспы. Более предпочтительно поксвирусный вектор представляет собой MVA. 

"Одновременное" введение предпочтительно относится к тому же существующему иммунному от-

вету. Предпочтительно оба компонента вводят в одно и то же время (например, совместное введение как 

ДНК, так и белка), однако один компонент можно вводить в течение нескольких минут (например, в ходе 

того же посещения медицинского учреждения или визите врача), в течение нескольких часов. Такое вве-

дение также обозначают как совместное введение. В некоторых воплощениях совместное введение мо-

жет относиться к введению аденовирусного вектора, адъюванта и белкового компонента. В других во-

площениях совместное введение относится к введению аденовирусного вектора и другого вирусного 

вектора, например второго аденовирусного вектора или поксвируса, такого как MVA. В других вопло-

щениях совместное введение относится к введению аденовирусного вектора и белкового компонента, к 

которому возможно добавлен адъювант. 

В другом воплощении схема лечения включает введение иммуногенной композиции беременной 

матери и последующее введение дополнительной иммуногенной композиции ребенку после рождения, 

например, через 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 или 8 месяцев после рождения. Антитела, выработанные в результате 

иммунизации матери, могут проникать через плаценту и обеспечивать пассивную иммунизацию плода. В 

одном воплощении иммунизацию матери осуществляют путем введения рекомбинантного белкового 

антигена, а иммунизацию ребенка путем введения рекомбинантного аденовирусного вектора по данному 

изобретению. В другом воплощении иммунизацию матери осуществляют путем введения рекомбинант-

ного аденовирусного вектора по данному изобретению, а иммунизацию ребенка путем введения реком-

бинантного белкового антигена. В другом воплощении как иммунизацию матери, так и иммунизацию 

ребенка осуществляют путем введения рекомбинантного аденовирусного вектора по данному изобрете-

нию. 

Таким образом, в изобретении предложено применение рекомбинантного аденовирусного вектора 

на основе ChAd155 по данному изобретению для выработки иммуного ответа против RSV у ребенка, в 

частности у ребенка, рожденного от матери, иммунизированной против RSV во время беременности. 

Соответственно, в данном изобретении предложено применение рекомбинантного аденовирусного век-

тора на основе ChAd155, содержащего иммуногенный трансген, имеющий происхождение из респира-

торного синцитиального вируса (RSV) человека, для изготовления лекарственного средства для выра-

ботки иммуного ответа у ребенка. Предпочтительно ребенок рожден от матери, иммунизированной про-

тив RSV во время ее беременности. 

Более конкретно, трансген кодирует антиген RSV FATM (белок слияния (F) с делецией трансмем-

бранной и цитоплазматической областей) и антигены RSV М2-1 (фактор антитерминации транскрипции) 

и N (нуклеокапсид). В частности, трансген кодирует антиген RSV, описываемый SEQ ID NO: 37, напри-

мер, в одном воплощении трансген содержит полинуклеотид SEQ ID NO: 11. 

Можно применять схему прайм-буст. Прайм-буст относится к двум отдельным иммунным ответам 

у одного и того же индивидуума: (1) первичная стимуляция иммунной системы с последующей (2) вто-

ричной, или бустерной, стимуляцией иммунной системы через несколько недель или месяцев после раз-

вития первичного иммунного ответа. 

Такая схема может включать введение рекомбинантного вектора ChAd155 для первичной стимуля-

ции иммунной системы и второе бустерное введение обычного антигена, такого как белок (возможно 

вводимого совместно с адъювантом) или рекомбинантного вируса, несущего последовательности, коди-

рующие такой антиген (например, WO 00/11140). Альтернативно, схема иммунизации может включать 

введение рекомбинантного вектора ChAd155 для усиления иммунного ответа на вектор (или вирусный, 

или на основе ДНК), кодирующий антиген. В другом альтернативном варианте схема иммунизации 

включает введение белка с последующим бустерным введением рекомбинантного вектора ChAd155, ко-

дирующего антиген. В одном примере схема прайм-буст может обеспечивать защитный иммунный ответ 

на вирус, бактерию или другой организм, из которого имеет происхождение антиген. В другом воплоще-

нии схема прайм-буст обеспечивает терапевтический эффект, который можно измерить с использовани-

ем стандартных анализов для выявления наличия состояния, для которого вводят терапию. 

Предпочтительно бустерную композицию вводят через от приблизительно 2 до приблизительно 27 

недель после введения субъекту примирующей композиции. Введение бустерной композиции осуществ-

ляют с использованием эффективного количества бустерной композиции, содержащей или способной 

доставлять тот же антиген или другой антиген по сравнению с введенным в составе примирующей вак-
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цины. Бустерная композиция может состоять из рекомбинантного вирусного вектора, имеющего проис-

хождение из того же самого вирусного источника или из другого источника. Альтернативно, бустерная 

композиция может представлять собой композицию, индуцирующую иммунный ответ у хозяина, содер-

жащую тот же антиген, что и кодируемый примирующей вакциной, но в форме белка. Основные требо-

вания к бустерной композиции состоят в том, чтобы антиген композиции представлял собой тот же анти-

ген или антиген, перекрестно-реагирующий с антигеном, кодируемым примирующей композицией. 

Способы доставки и дозы. 

Вектор может быть подготовлен для введения посредством суспендирования или растворения в 

фармацевтически или физиологически приемлемом носителе, таком как изотонический физиологический 

раствор; изотонический солевой раствор или другие композиции будут очевидны специалистам в облас-

ти техники. Подходящие носители будут очевидны специалистам в области техники и будут зависеть по 

большей части от способа введения. Композиции, описанные в данном документе, можно вводить мле-

копитающему в композиции с замедленным высвобождением, с применением биодеградируемого биосо-

вместимого полимера или посредством местной доставки с применением мицелл, гелей и липосом. 

В некоторых воплощениях рекомбинантный аденовирус по изобретению вводят субъекту путем 

внутримышечной инъекции, интравагинальной инъекции, внутривенной инъекции, внутрибрюшинной 

инъекции, подкожной инъекции, нанесения на кожу, внутрикожного введения, назального введения или 

перорального введения. 

Если схема лечения включает совместное введение одного или более аденовирусных векторов 

ChAd155 и дополнительного компонента, каждый из которых входит в разные композиции, их предпоч-

тительно вводить близко в один и тот же участок или вблизи одного и того же участка. Например, ком-

поненты можно вводить (например, способом введения, выбранным из внутримышечного, чрескожного, 

внутрикожного, подкожного) на той же стороне или в ту же конечность ("колатеральное" введение) или 

на противоположной стороне или в противоположную конечность ("контра-латеральное" введение). 

Дозы вирусных векторов будут зависеть преимущественно от таких факторов, как состояние, под-

лежащее лечению, возраст, масса тела и здоровье пациента, и, следовательно, могут варьировать у паци-

ентов. 

Например, терапевтически эффективная доза вирусного вектора для взрослого человека или тера-

певтически эффективная ветеринарная доза обычно содержит от 1×10
5
 до 1×10

15
 вирусных частиц, на-

пример от 1×10
8
 до 1×10

12 
(например 1×10

8
, 2,5×10

8
, 5×10

8
, 1×10

9
, 1,5×10

9
, 2,5×10

9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 1,5×10

10
, 

2,5×10
10

, 5×10
10

, 1×10
11

, 1,5×10
11

, 2,5×10
11

, 5×10
11

, 1×10
12

 частиц). Альтернативно, вирусный вектор мож-

но вводить в дозе, которая обычно соответствует от 1×10
5 

до 1×10
10

 бляшкообразующих единиц (PFU), 

например 1×10
5
 PFU, 2,5×10

5
 PFU, 5×10

5
 PFU, 1×10

6
 PFU, 2,5×10

6
 PFU, 5×10

6
 PFU, 1×10

7
 PFU, 2,5×10

7
 

PFU, 5×10
7 
PFU, 1×10

8
 PFU, 2,5×10

8
 PFU, 5×10

8
 PFU, 1×10

9
 PFU, 2,5×10

9
 PFU, 5×10

9
 PFU или 1×10

10
 PFU. 

Дозы будут варьировать в зависимости от размера животного и способа введения. Например, подходя-

щая доза для человека или ветеринарная доза (для животного массой приблизительно 80 кг) при внутри-

мышечной инъекции находится в диапазоне от приблизительно 1×10
9 

до приблизительно 5×10
12

 на 1 мл 

для одного участка. Возможно, можно использовать несколько участков введения. В другом примере 

подходящая доза для человека или ветеринарная доза может находиться в диапазоне от приблизительно 

1×10
11

 до приблизительно 1×10
15

 частиц для пероральной композиции. 

Количественное определение вирусного вектора можно осуществлять анализом посредством коли-

чественной PCR (полимеразной цепной реакции) (Q-PCR), например, с праймерами и зондом, сконст-

руированными для области промотора CMV, используя в качестве стандартной кривой серию разведений 

плазмидной ДНК, содержащей геном вектора с экспрессионной кассетой, содержащей промотор HCMV. 

Число копий в исследуемом образце определяют методом анализа параллельных линий. Альтернатив-

ными способами количественного определения частиц вектора могут быть аналитическая HPLC (высо-

коэффективная жидкостная хроматография) или спектрофотометрический метод, основанный на погло-

щении при 260 нм (А260). 

Иммунологически эффективное количество нуклеиновой кислоты может предпочтительно состав-

лять от 1 нг до 100 мг. Например, подходящее количество может составлять от 1 мкг до 100 мг. Специа-

листы в области техники могут легко установить подходящее количество конкретной нуклеиновой ки-

слоты (например, вектора). Примеры эффективных количеств нуклеиновокислотного компонента могут 

составлять от 1 нг до 100 мкг, например от 1 нг до 1 мкг (например, 100 нг - 1 мкг) или от 1 до 100 мкг, 

например 10 нг, 50 нг, 100 нг, 150 нг, 200 нг, 250 нг, 500 нг, 750 нг или 1 мкг. Эффективные количества 

нуклеиновой кислоты могут также включать от 1 до 500 мкг, например от 1 до 200 мкг, например от 10 

до 100 мкг, например 1 мкг, 2 мкг, 5 мкг, 10 мкг, 20 мкг, 50 мкг, 75 мкг, 100 мкг, 150 мкг или 200 мкг. 

Альтернативно, приведенное в качестве примера эффективное количество нуклеиновой кислоты может 

составлять от 100 мкг до 1 мг, например от 100 до 500 мкг, например 100 мкг, 150 мкг, 200 мкг, 250 мкг, 

300 мкг, 400 мкг, 500 мкг, 600 мкг, 700 мкг, 800 мкг, 900 мкг или 1 мг. 

Как правило, доза для человека будет находиться в объеме от 0,1 до 2 мл. Таким образом, описан-

ная в данном документе композиция может быть приготовлена в объеме, например, 0,1, 0,15, 0,2, 0,5, 1,0, 



039001 

- 32 - 

1,5 или 2,0 мл человеческой дозы для каждого из иммуногенных компонентов в отдельности или для их 

комбинации. 

Специалист в области техники может скорректировать указанные дозы в зависимости от способа 

введения и терапевтического или вакцинного применения, при котором используют рекомбинантный 

вектор. Для определения частоты введения доз можно отслеживать уровни экспрессии трансгена или для 

адъюванта уровень циркулирующего антитела. 

Если применяют одну или более стадий первичной и/или бустерной иммунизации, данная стадия 

может включать однократную дозу, которую вводят ежечасно, ежедневно, еженедельно, ежемесячно или 

ежегодно. Например, млекопитающие могут получать одну или две дозы, содержащие от приблизитель-

но 10 мкг до приблизительно 50 мкг плазмиды в носителе. Количество или участок доставки желательно 

выбирать, основываясь на особенностях и состоянии млекопитающего. 

Для определения необходимости в бустерных введениях, если таковая возникнет, можно оценивать 

терапевтические уровни или уровень иммунного ответа против белка, кодируемого заданным трансге-

ном. После оценки ответа CD8+ Т-клеток или возможно титра антител в сыворотке, могут быть жела-

тельны возможные бустерные иммунизации. Возможно, рекомбинантные векторы ChAd155 могут быть 

доставлены в виде однократного введения или в различных комбинированных схемах, например в ком-

бинации со схемой или курсом лечения, включающей(им) другие активные ингредиенты, или в составе 

схемы прайм-буст. 

Далее изобретение будет описано более подробно посредством примеров, которые не являются ис-

черпывающими. 

Примеры 

Пример 1. Выделение ChAd155. 

Аденовирус шимпанзе 155 (ChAd155) дикого типа выделяли у здоровых молодых шимпанзе, кото-

рых содержали в виварии исследовательского центра New Iberia (New Iberia Research Center; The Univer-

sity of Louisiana at Lafayette), используя стандартные процедуры, как описано Colloca et al. (2012) и  

WO 2010086189, содержание которых включено путем ссылки для описания выделения аденовируса и 

методик характеризации. 

Пример 2. Конструирование вектора ChAd155. 

Геном вируса ChAd155 затем клонировали в плазмиду или в вектор ВАС и затем модифицировали 

(фиг. 2) для осуществления следующих модификаций в различных областях генома вируса ChAd155: 

а) делеция области Е1 (от 449 п.н. до 3529 п.н.) вирусного генома; 

б) делеция области Е4 (от 34731 п.н. до 37449 п.н.) вирусного генома; 

в) вставка E4orf6, имеющей происхождение из человеческого Ad5. 

2.1. Делеция области Е1: конструирование BAC/ChAd155 AE1 TetO hCMV RpsL-Kana#1375. 

Вирусный геном ChAd155 клонировали в вектор ВАС посредством гомологичной рекомбинации в 

электрокомпетентных клетках Е. coli штамма BJ5183 (Stratagene кат. номер 2000154), котрансформиро-

ванных вирусной ДНК ChAd155 и челночным вектором ВАС Subgroup С (#1365). Как показано на схеме 

на фиг. 3, челночный вектор ВАС Subgroup С представляет собой вектор ВАС, имеющий происхождение 

от pBeloBACH (GenBank U51113, NEB), который предназначен для клонирования ChAd, относящихся к 

виду С, и, следовательно, содержит ген pIX и фрагменты ДНК, имеющие происхождение из правых и 

левых концов (включая правые и левые ITR) вирусов ChAd вида С. 

Челночный ВАС вида С также содержит кассету RpsL-Kana, встроенную между левым концом и 

геном pIX. Кроме того, между геном pIX и правым концом вирусного генома находится селекционная 

кассета Amp-LacZ-SacB, фланкированная сайтами рестрикции IScel. В частности, челночный вектор 

ВАС имеет следующие характеристики: левый ITR: от 27 до 139 п.н., кассета hCMV(tetO) RpsL-Kana: от 

493 до 3396 п.н., ген pIX: от 3508 до 3972 п.н., сайты рестрикции IScel: 3990 и 7481 п.н., селекционная 

кассета Amp-LacZ-SacB: от 4000 до 7471 п.н., правый ITR: от 7805 до 7917 п.н. 

Клетки BJ5183 котрансформировали путем электропорации очищенной вирусной ДНК ChAd155 и 

челночным вектором Subgroup С ВАС, разрезанным рестрикционным ферментом IScel и затем выделен-

ным из геля. Гомологичная рекомбинация, происходящая между геном pIX и последовательностями пра-

вого ITR (находящимися на концах линеаризованной ДНК челночного вектора Species С ВАС) и гомоло-

гичными последовательнстями, присутствующими в вирусной ДНК ChAd155, приводила к встраиванию 

вирусной геномной ДНК ChAd155 в челночный вектор ВАС. При этом область Е1 вируса была делети-

рована и замещена кассетой RpsL-Kana с образованием BAC/ChAd155 ∆Е1/TetO hCMV RpsL-Kana#1375. 

2.2. Конструирование плазмиды посредством гомологичной рекомбинации в E.coli BJ5183. 

2.2.1. Делеция области Е4 - конструирование pChAd155 ∆E1, E4_Ad5E4orf6/TetO hCMV RpsL-Kana 

(#1434). 

Для улучшения размножения вектора в остове вектора осуществили делецию области Е4, располо-

женной между нуклеотидами 34731-37449 (последовательность ChAd155 дикого типа), путем замещения 

нативной области Е4 кодирующей последовательностью Ad5E4orf6 с применением стратегии, вклю-

чающей несколько стадий клонирования и гомологичной рекомбинации в E.coli. Осуществляли полную 
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делецию кодирующей области Е4, при этом нативный промотор Е4 и сигнал полиаденилирования сохра-

няли. Для этого сконструировали челночный вектор, позволяющий осуществить вставку Ad5orf6 путем 

замены нативной области Е4 ChAd155 посредством гомологичной рекомбинации в E.coli BJ5183, как 

подробно описано ниже. 

Конструирование pARS SpeciesC Ad5E4orf6-1. 

Фрагмент ДНК, содержащий Ad5orf6, получили посредством PCR, используя ДНК Ad5 в качестве 

матрицы и олигонуклеотиды 5'-ATACGGACTAGTGGAGAAGTACTCGCCTACATG-3' (SEQ ID NO: 13) 

и 5'-ATACGGAAGATCTAAGACTTCAGGAAATATGACTAC-3' (SEQ ID NO: 14). PCR-фрагмент разре-

зали посредством BgIII и SpeI и клонировали в челночный вектор Species С RLD-EGFP, разрезанный по-

средством Bgγ и Spel, с получением плазмиды pARS Species С Ad5orf6-1. Более подробную информацию 

о челночном векторе можно найти в публикации Colloca et al., Sci. Transl. Med. (2012) 4:115 га. 

Конструирование pARS SpeciesC Ad5E4orf6-2. 

Для делеции области Е4 фрагмент ДНК 177 п.н., охватывающий от 34586 п.н. до 34730 п.н. после-

довательности ChAd155 wt (SEQ ID NO: 10), амплифицировали посредством PCR с использованием 

плазмиды BAC/ChAd155 ∆Е1_TetO hCMV RpsL-Kana (#1375) в качестве матрицы со следующими оли-

гонуклеотидами: 5'-ATTCAGTGTACAGGCGCGCCAAAGCATGACGCTGTTGATTTGATTC-3' (SEQ ID 

NO: 15) и 5'-ACTAGGACTAGTTATAAGCTAGAATGGGGCTTTGC-3' (SEQ ID NO: 16). PCR-фрагмент 

разрезали посредством BsrGI и Spel и клонировали в pARS SubGroupC Ad5orf6-1, разрезанный посредст-

вом BsrGI и Spel, с получением плазмиды pARS SpeciesC Ad5orf6-2 (#1490). На фиг. 4 приведено схема-

тическое изображение указанной челночной плазмиды. В частности, челночная плазмида имела следую-

щие характеристики: левый ITR: от 1 до 113 п.н., первые 460 п.н. вида С: от 1 по до 460 п.н., ChAd155 wt 

(от 34587 п.н. до 34724 п.н. SEQ ID NO: 10): от 516 до 650 п.н., Ad5orf6: от 680 до 1561 п.н., последние 

393 п.н. вида С: от 1567 до 1969 п.н., правый ITR: от 1857 до 1969 п.н. 

Конструирование pChAd155 ∆Е1, E4_Ad5E4orf6/TetO hCMV RpsL-Kana (#1434). 

Полученную плазмиду pARS SubGroupC Ad5orf6-2 затем использовали для замещения области Е4 в 

составе остова ChAd155 на Ad5orf6. Для этого плазмиду BAC/ChAd155 ∆Е1_TetO hCMV RpsL-Kana 

(#1375) разрезали посредством Pacl/Pmel и котрансформировали в клетки BJ5183 разрезанной плазмидой 

pARS SubGroupC Ad5orf6-2 BsrGI/AscI, для получения преаденоплазмиды pChAd155 ∆Е1, 

E4_Ad5E4orf6/TetO hCMV RpsL-Kana (#1434). 

2.2.2. Встраивание экспрессионной кассеты RSV - конструирование pChAd155∆E1, 

E4_Ad5E4orf6/TetO hCMV RSV. 

Антигены вакцины представляют собой полученные с применением компьютерных технологий 

консенсусные последовательности, полученные при выравнивании последовательностей множества раз-

личных изолятов RSV подгруппы А, полученных из базы данных национального центра Биотехнологи-

ческой информации (NCBI). Для каждого антигена консенсусная белковая последовательность была по-

лучена с использованием программы MUSCLE (множественного сравнения последовательностей с ис-

пользованием log-ожидания) версии 3.6 путем выравнивания всех неидентичных последовательностей и 

применения правила большинства. При использовании BLAST полученная консенсусная последователь-

ность белка F отличалась от природного аннотированного варианта embCAA26143.1 только одной ами-

нокислотой. Консенсусный белок N также имел только одну аминокислоту, отличающуюся от аннотиро-

ванного варианта ID: 1494470, тогда как белок М2-1 был идентичен варианту Р04545. Наконец, каждая 

антигенная последовательность была подвергнута оптимизации кодонов для экспрессии в эукариотиче-

ских клетках, синтезирована химическим способом и собрана. Конструкция, показанная на фиг. 14 и SEQ 

ID NO: 37, содержит область 2А вируса ящура, принадлежащего роду афтовирусов (18 аминокислот), 

между растворимым белком F F∆TM и двумя другими антигенами RSV, которая опосредует процессинг 

полипротеина благодаря трансляционному эффекту, известному как "рибосомное перепрыгивание" 

[Donnelly, 2001]. После трансфекции клеток млекопитающих происходит расщепление и растворимый 

белок F выявляют в супернатанте клеточной культуры. Напротив, слитый белок N-M2-1 экспрессируется 

и выявляется во внутриклеточной фракции. 

Кассету RSV клонировали в линеаризованный преаденоакцепторный вектор посредством гомоло-

гичной рекомбинации в E.coli, основанной на гомологии, существующей между промотором HCMV и 

последовательностями BGH polyA. Плазмиду pvjTetOhCMV-bghpolyA_RSV разрезали посредством Sfil и 

Spel, чтобы вырезать фрагмент 4,65 т.п.н., содержащий промотор HCMV с последовательностью tetO, 

RSV и BGHpolyA. Полученный фрагмент RSV 4,65 т.п.н. клонировали путем гомологичной рекомбина-

ции в акцепторный вектор pChAd155 ∆Е1, E4_Ad5E4orf6/TetO hCMV RpsL-Kana (#1434), несущий се-

лекционную кассету RpsL-Kana, под контролем HCMV и BGHpA. Акцепторную преаденоплазмиду ли-

неаризовали с помощью рестрикционной эндонуклеазы SnaBI. Полученная конструкция представляла 

собой вектор pChAd155 ∆Е1, E4_Ad5E4orf6/TetO hCMV RSV (фиг. 5). 

2.3. Конструирование вектора ВАС посредством рекомбинационной инженерии. 

2.3.1. Делеция области Е4 - конструирование BAC/ChAd155 ∆E1, E4_Ad5E4orf6/TetO hCMV RpsL-

Kana#1390. 
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В остове вектора осуществили делецию области Е4, расположенной между нуклеотидами 34731-

37449 последовательности ChAd155 wt, путем замещения указанной нативной области Е4 кодирующей 

последовательностью Ad5 E4orf6, с применением стратегии, включающей две отдельные стадии реком-

бинационной инженерии в компетентных клетках E.Coli SW102. 

Результатом первой стадии была вставка селекционной кассеты, включающей в себя суицидальный 

ген SacB, ген ampicillin-R (резистентности к ампициллину) и lacZ (селекционная кассета Amp-LacZ-

SacB) в области Е4 ChAd155, для положительной/отрицательной селекции рекомбинантов. 

Первая стадия - замещение нативной области ChAd155 E4 селекционной кассетой Amp-LacZ-SacB. 

Селекционную кассету Amp-LacZ-SacB амплифицировали посредством PCR, используя приведен-

ные ниже олигонуклеотиды, содержащие последовательности, фланкирующие Е4, для обеспечения го-

мологичной рекомбинации: 1021-FW E4 Del Step1 (5'-TTAATAGACACAGTAGCTTAATAGACCCAG 

TAGTGCAAAGCCCCATTCTAGCTTATAACCCCTATTTGTTTATTTTTCT-3') (SEQ ID NO: 17) и 1022-

RW E4 Del Step1 (5'-ATATATACTCTCTCGGCACTTGGCCTTTTACACTGCGAAGTGTTGGTGCTGGTG 

CTGCGTTGAGAGATCTTTATTTGTTAACTGTTAATTGTC-3') (SEQ ID NO: 18). 

Продукт PCR использовали для трансформации компетентных клеток E.Coli SW102, содержащих 

плазмиду pAdeno BAC/ChAd155 (DE1) tetO hCMV - RpsLKana#1375. Трансформация клеток SW102 по-

зволила встроить селекционную кассету в область Е4 ChAd155 посредством гомологичной лямбда (λ) 

Red-зависимой рекомбинации, с получением BAC/ChAd155 (DE1) TetOhCMV - RpsLKana #1379 (вклю-

чающего кассету Amp-LacZ-SacB в результате замены нативной области ChAd155 E4). 

Вторая стадия - замещение селекционной кассеты Amp-lacZ-SacB областью Ad5E4orf6. 

Затем проводили манипуляции с полученной плазмидой BAC/ChAd155 (∆E1) TetOhCMV - RpsL 

Kana #1379 (с кассетой Amp-LacZ-SacB вместо области ChAd155 E4) для замещения селекционной кас-

сеты Amp-lacZ-SacB на Ad5orf6 в остове ChAd155. Для этого фрагмент ДНК, содержащий область 

Ad5orf6, получали посредством PCR, используя олигонуклеотиды 1025-FW Е4 Del Step2  

(5'-TTAATAGACACAGTAGCTTAATA-3') (SEQ ID NO: 19) и 1026-RW E4 Del Step2  

(5'-GGAAGGGAGTGTCTAGTGTT-3') (SEQ ID NO: 20). Полученный фрагмент ДНК встраивали в ком-

петентные клетки Е. coli SW102, содержащие плазмиду pAdeno BAC/ChAd155 (∆E1) TetOhCMV - RpsL 

Kana) #1379, с получением в результате конечной плазмиды BAC/ChAd155 (∆Е1, Е4 Ad5E4orf6)  

TetOhCMV - RpsL Kana #1390, содержащей Ad5orf6 вместо нативной области ChAd155 E4. 

2.3.2. Встраивание экспрессионной кассеты RSV: конструирование BAC/ChAd155 ∆Е1, 

E4_Ad5E4orf6/TetOhCMV RSV #1393. 

Трансген RSV клонировали в вектор BAC/ChAd155 ∆Е1, E4_Ad5E4orf6/TetOhCMV RpsL 

Kana#1390 путем замещения селекционной кассеты RpsL-Kana. Стратегия конструирования основыва-

лась на двух отдельных стадиях рекомбинационной инженерии в компетентных клетках E.Coli SW102. 

Первая стадия - замещение кассеты RpsL-Kana селекционной кассетой Amp-LacZ-SacB. 

Селекционную кассету Amp-LacZ-SacB получали из плазмиды BAC/ChAd155 (∆E1) TetO hCMV 

Amp-LacZ-SacB#1342 посредством PCR с использованием олигонуклеотидов 91-SubMonte FW  

(5'-CAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGAC-3') (SEQ ID NO: 21) и 890-BghPolyA RW  

(5'-CAGCATGCCTGCTATTGTC-3') (SEQ ID NO: 22). Продуктом трансформировали компетентные 

клетки Е. coli SW102, содержащие плазмиду pAdeno BAC/ChAd155 (∆E1, Е4 Ad5E4orf6) TetOhCMV - 

RpsL Kana#1390, с получением BAC/ChAd155 (∆E1, E4 Ad5E4orf6) TetOhCMV - Amp-LacZ-SacB#1386. 

Вторая стадия - замещение селекционной кассеты Amp-lacZ-SacB трансгеном RSV. 

Трансген RSV встраивали в плазмиду BAC/ChAd155 (∆E1, Е4 Ad5E4orf6) TetOhCMV - Amp-LacZ-

SacB#1386 путем замещения селекционной кассеты Amp-lacZ-SacB посредством гомологичной реком-

бинации. Для этого плазмиду pvjTetOhCMV-bghpolyA_RSV#1080 (содержащую экспрессионную кассету 

RSV) разрезали посредством Spel и Sfil для вырезания фрагмента 4,4 т.п.н., включающего промотор 

HCMV, RSV и BGHpolyA. Полученным фрагментом RSV 4,4 т.п.н. трансформировали компетентные 

клетки Е. coli SW102, содержащие плазмиду BAC/ChAd155 (∆E1, Е4 Adr5E4orf6) TetOhCMV - Amp-

LacZ-SacB#1386, с получением в результате конечной плазмиды BAC/ChAd155 ∆Е1, E4_Ad5E4orf6/ 

TetO hCMV RSV#1393. Структура ВАС, несущего ChAd155/RSV (SEQ ID NO: 11), показана на фиг. 6. В 

частности, ChAd155/RSV имел следующие характеристики: левый ITR ChAd вида С: от 1 до 113 п.н., 

hCMV(tetO): от 467 до 1311 п.н., ген RSV: от 1348 до 4785 п.н., bghpolyA: от 4815 до 5032 п.н., 

Ad5E4orf6: от 36270 до 37151 п.н., правый ITR ChAd вида С: от 37447 до 37559 п.н. 

Пример 3. Получение вектора. 

Продуктивность в отношении ChAd155 оценивали в сравнении с ChAd3 и PanAd3 в линии клеток 

Procell 92. 

3.1. Получение векторов, содержащих трансген HIV Gag. 

Векторы, экспрессирующие белок HIV Gag, получали, как описано выше (ChAd155/GAG) или ранее 

(ChAd3/GAG Colloca et al., Sci. Transl. Med. (2012) 4:115га). ChAd3/GAG и ChAd155/GAG выделяли и 

амплифицировали в Procell 92 до 3 пассажа (Р3); лизаты Р3 использовали для инфицирования каждым 

вектором клеток Procell 92, культивируемых в виде монослоя в 2 Т75. В обоих экспериментах с инфици-
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рованием применяли множественность заражения (MOI) 100 вч/клетку (вирусных частиц на клетку). 

Инфицированные клетки собирали, когда становился очевидным полный СРЕ (цитопатогенный эффект) 

(через 72 ч после инфицирования) и объединяли; вирусы высвобождали из инфицированных клеток по-

средством 3 циклов замораживания/оттаивания (-70°/37°С), после чего лизат просветляли путем центри-

фугирования. Проводили количественный анализ просветленных лизатов при помощи количественной 

PCR с праймерами и зондом, комплементарным области промотора CMV. Олигонуклеотидные последо-

вательности были следующими: CMVfor 5'-CATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCA-3' (SEQ ID NO: 

23), CMVrev 5'-GACTTGGAAATCCCCGTGAGT-3' (SEQ ID NO: 24), зонд CMVFAM-TAMRA 5'-

ACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTT-3' (SEQ ID NO: 25) (QPCR выполняли с использованием прибора 

ABI Prism 7900 Sequence detector - Applied Biosystem). Итоговые титры, выраженные в количестве вирус-

ных частиц на единицу объема (вч/мл), измеренные в просветленных лизатах, и специфическая продук-

тивность, выраженная в вирусных частицах на клетку (вч/клетку), представлены в табл. 1 ниже и проил-

люстрированы на фиг. 7.  

Таблица 1 

Продуктивность вектора из лизатов Р3 

 
Для подтверждения более высокой продуктивности вектора ChAd155, экспрессирующего трансген 

HIV Gag, провели второй эксперимент с использованием в качестве посевного материала очищенного 

вируса. Для этого клетки Procell 92 высаживали во флаконы Т25 и инфицировали ChAd3/GAG и 

ChAd155/GAG при достижении клетками конфлюентности приблизительно 80%, применяя MOI, равную 

100 вч/клетку. Инфицированные клетки собирали, когда становился очевидным полный СРЕ; вирусы 

высвобождали из инфицированных клеток посредством замораживания/оттаивания и осуществляли про-

светление посредством центрифугирования. Проводили количественный анализ просветленных лизатов 

при помощи количественной PCR, используя следующие праймеры и зонд:  

CMVfor 5'-CATCTACGTATTAGTCATCGCTATTACCA-3' (SEQ ID NO: 23),  

CMVrev GACTTGGAAATCCCCGTGAGT (SEQ ID NO: 24), зонд CMV FAM-TAMRA  

5'-ACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTT-3' (SEQ ID NO: 25), комплементарный области промотора 

CMV (образцы анализировали на приборе ABI Prism 7900 Sequence detector - Applied Biosystem). Итого-

вые титры, выраженные в количестве вирусных частиц на единицу объема (вч/мл), измеренные в про-

светленных лизатах, и специфическая продуктивность, выраженная в вирусных частицах на клетку 

(вч/клетку), представлены в табл. 2 ниже и проиллюстрированы на фиг. 8. 

Таблица 2 

Продуктивность вектора из очищенных вирусов 

 
3.2. Получение векторов, содержащих трансген RSV. 

Для оценки продуктивности в отношении вакцинных векторов RSV в клетках Procell 92.S, культи-

вируемых в суспензии, провели другую серию экспериментов. В эксперименте проводили параллельное 

сравнение PanAd3/RSV (описан в WO 2012/089833) и Chad155/RSV путем инфицирования Procell 92.S 

при плотности клеток 5×10
5
 клеток/мл. Инфицированные клетки собирали через 3 дня после инфициро-

вания; вирус высвобождали из инфицированных клеток посредством 3 циклов заморажива-

ния/оттаивания и осуществляли просветление лизата посредством центрифугирования. Проводили коли-

чественный анализ просветленных лизатов при помощи количественной PCR, как описано выше. В табл. 

3 ниже и на фиг. 9 представлена продуктивность на единицу объема и специфическая продуктивность на 

клетку. 
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Таблица 3 

 
Пример 4. Уровни экспрессии трансгенов. 

4.1. Уровень экспрессии трансгена HIV Gag. 

Уровни экспрессии сравнивали в параллельных экспериментах путем инфицирования клеток HeLa 

векторами ChAd3 и ChAd155, содержащими трансген HIV Gag. Клетки HeLa высевали в 24-луночные 

планшеты и инфицировали в двух повторностях очищенными вирусами ChAd3/GAG и ChAd155/GAG, 

применяя MOI, равную 250 вч/клетку. Супернатанты инфицированных клеток HeLa собирали через 48 ч 

после инфицирования и количественно определяли продукцию секретированного белка HIV GAG с ис-

пользованием коммерческого набора ELISA (HIV-1 p24 ELISA Kit, PerkinElmer Life Science). Количест-

венное определение проводили в соответствии с инструкциями производителя, используя стандартную 

кривую антигена HIV-1 р24. Результаты, выраженные в пг/мл белка GAG, проиллюстрированы на фиг. 

10. 

4.1. Уровень экспрессии трансгена RSV F. 

Уровни экспрессии сравнивали в параллельных экспериментах путем инфицирования клеток HeLa 

описанными выше векторами PanAd3 и ChAd155, содержащими трансген RSV F. Для этого клетки HeLa 

высевали в 6-луночные планшеты и инфицировали в двух повторностях очищенными вирусами Pa-

nAd3/RSV и ChAd155/RSV, применяя MOI, равную 250 вч/клетку. Супернатанты собирали через 48 ч 

после инфицирования и количественно определяли продукцию секретированного белка F RSV с помо-

щью ELISA. Пять различных разведений супернатантов переносили в лунки микропланшета, покрытые 

коммерческим мышиным моноклональным антителом против белка F RSV. Захваченный антиген опре-

деляли с использованием вторичного кроличьей антисыворотки против F RSV с последующим добавле-

нием конъюгированных с биотином противокроличьих IgG и конъюгата стрептавидин-АР (щелочная 

фосфатаза) (BD Pharmingen кат. номер 554065). Количественное определение проводили с использовани-

ем стандартной кривой, построенной по белку F RSV (Sino Biological кат. номер 11049-V08B). Получен-

ные результаты, выраженные в мкг/мл белка F RSV, представлены в табл. 4 ниже. 

Таблица 4 

 

 
Для подтверждения более высокого уровня экспрессии трансгена, обеспечиваемого вектором 

ChAd155 RSV, по сравнению с вектором PanAd3 RSV, также проводили вестерн-блот-анализ. Клетки 

HeLa, высаженные в 6-луночные планшеты, инфицировали очищенными вирусами PanAd3/RSV и 

ChAd155/RSV, применяя MOI, равную 250 и 500 вч/клетку. Собирали супернатанты инфицированных 

клеток HeLa и исследовали продукцию секретированного белка F RSV при помощи электрофореза в геле 

в присутствии SDS (додецилсульфат натрия) в невосстанавливающих условиях с последующим вестерн-

блот-анализом. В невосстанавливающий гель с SDS вносили эквивалентные количества супернатантов; 

после электрофоретического разделения белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану для инкуба-

ции с мышиным моноклональным антителом к белку F RSV (клон RSV-F-3 кат. номер: ABIN308230, 

предоставляемым коммерческим источником antibodies-online.com (последний доступ 13 апреля 2015). 

После инкубации с первичным антителом мембрану отмывали и затем инкубировали со вторичным ан-

тителом к иммуноглобулинам мыши, конъюгированным с HRP (пероксидаза хрена). В конце анализ про-

являли посредством электрохемилюминесценции с использованием стандартных методик (реагент для 

выявления ECL Pierce кат. номер W3252282). Результаты вестерн-блоттинга показаны на фиг. 11. Полоса 

приблизительно 170 кДа, указанная стрелкой, была выявлена с помощью моноклонального антитела 

mAb 13 к белку F и соответствовала ожидаемой массе тримерного белка F. Можно видеть, что в случае 

вектора ChAd155 RSV выявлялась более темная полоса при MOI, равной как 250, так и 500 вч/клетку. 

Пример 5. Оценка иммунологической активности в экспериментах с иммунизацией мышей. 

5.1. Иммуногенность векторов, содержащих трансген HIV Gag. 

Иммуногенность вектора ChAd155/GAG оценивали параллельно с вектором ChAd3/GAG на мышах 

BALB/c (по 5 в группе). Для проведения эксперимента осуществляли внутримышечные инъекции 10
6
 

вирусных частиц. 
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Т-клеточный ответ оценивали через 3 недели после иммунизации ex vivo, используя иммунофер-

ментный спот-анализ IFN-γ (ELISpot) с использованием CD8+ Т-клеточного эпитопа GAG, картирован-

ного у мышей BALB/c. Результаты показаны на фиг. 12, выраженные как количество IFN-γ-

секретирующих клеток, образующих пятна (SFC), на миллион спленоцитов. Каждый кружок соответст-

вует ответу одной мыши, а линии соответствуют среднему для каждой дозовой группы. Введенная доза, 

выраженная как количество вирусных частиц, и частота положительных ответов у мышей на CD8-

иммунодоминантный пептид показаны на оси х. 

5.2. Иммуногенность векторов, содержащих трансген RSV. 

Доклинические исследования для оценки иммуногенности кандидатной вакцины ChAd155-RSV 

проводили на инбредных мышах BALB/c. Эффективность вакцины также оценивали на хлопковых хомя-

ках после интраназального (и/н) заражения RSV посредством определения вирусной нагрузки в нижних 

(легкие) или верхних (назальные ткани) дыхательных путях (5.2.2). Наконец, вакцину исследовали у мо-

лодых серонегативных телят, которые представляют собой модель, имитирующую естественную инфек-

цию RSV (5.2.3). 

5.2.1. Инбредные мыши. 

ChAd155-RSV исследовали на мышах линии BALB/c для оценки его иммунологической активно-

сти. Увеличение дозы у инбредных мышей представляет собой стандартное исследование, позволившее 

ранжировать векторы на основе аденовируса шимпанзе по иммунологической активности у мышей с 

результатами, которые стабильно подтверждались у разных видов (приматы, не являющиеся человеком, 

и люди) [Colloca, 2012]. 

Иммунологическую активность векторов PanAd3/RSV и ChAd155/RSV оценивали на мышах 

BALB/c. Осуществляли внутримышечные инъекции обоих векторов в дозах 3×10
6
, 10

7
 и 10

8
 вч. Через три 

недели после вакцинации выделяли спленоциты иммунизированных мышей и анализировали посредст-

вом IFN-γ-ELISpot с использованием в качестве антигенов иммунодоминантных эпитопов пептидов F и 

М, картированных у мышей BALB/c. С уменьшением дозы уровни иммунных ответов снижались (в со-

ответствии с ожиданиями), однако иммунные ответы были отчетливо выше в группах мышей, иммуни-

зированных вектором ChAd155/RSV, по сравнению с эквивалентными группами мышей, иммунизиро-

ванных вакциной PanAd3/RSV (фиг. 13). На фиг. 13 символами обозначены результаты для отдельных 

мышей, выраженные как IFN-γ клетки, образующие пятна (SFC)/миллион спленоцитов, рассчитанные 

как сумма ответов на три иммунодоминантных эпитопа (F51-66 F85-93 и М2-1282-290), с поправкой на фон. 

Горизонтальные линии обозначают среднее количество IFN-γ SFC/миллион спленоцитов в каждой дозо-

вой группе. У мышей, иммунизированных ChAd155-RSV, наблюдался дозозависимый Т-клеточный от-

вет, при этом ответ наблюдался у всех мышей даже при низкой дозе 3×10
6
 вч. PanAd3-RSV индуцировал 

сопоставимые ответы при наиболее высокой дозе, тогда как ChAd155-RSV индуцировал более выражен-

ные ответы при двух более низких дозах (фиг. 13). 

Во втором исследовании одна группа мышей BALB/c получала ChAd155-RSV, а другая группа по-

лучала PanAd3-RSV, в/м (внутримышечно) в однократной дозе 5×10
8
 вч. Затем у мышей (n равно 5 на 

группу) брали кровь каждые две недели, начиная с 4 недели после вакцинации и до 10 недели, чтобы 

отслеживать индуцирование и поддержание антител к белку F. Объединенную сыворотку иммунизиро-

ванных мышей исследовали иммуноферментным методом (ELISA) на планшетах, покрытых белком F 

RSV. На фиг. 15 показаны титры иммуноглобулина G (IgG) к белку F RSV, измеренные с помощью  

ELISA в объединенной сыворотке иммунизированных мышей в различные моменты времени после вак-

цинации. Серийные разведения объединенной сыворотки наносили на покрытые белком F RSV лунки 

планшета для ELISA и определяли связывание специфического IgG с использованием антитела козы к 

IgG мыши, конъюгированного с щелочной фосфатазой (АР), и субстрата р-нитрофенилфосфата (pNPP). 

Реакцию проводили в течение времени и считывали результаты при 405 нм в установленные моменты 

времени. Данные представлены как конечные титры, рассчитанные как разведение сыворотки, при кото-

ром значение оптической плотности (OD)405 превышает на три стандартных отклонения (SD) средние 

показатели, полученные для сыворотки до иммунизации, разведенной 1:100. ChAd155-RSV индуцировал 

антительный ответ на белок F RSV, который поддерживался на протяжении 10 недель после однократно-

го в/м введения 5×10
8
 вч, а титры антител на плато были в 1,5 раза выше, чем при индуцровании PanAd3-

RSV (фиг. 15). 

5.2.2. Хлопковые хомяки. 

Методика. 

Пять групп самок хлопковых хомяков в возрасте 6-8 недель (по 8 на группу) иммунизировали внут-

римышечным (в/м) путем 5×10
8
 или 5×10

7
 вч ChAd155-RSV или PanAd3-RSV (источник ссылки не най-

ден). В контрольной группе вакцинацию не проводили. Через 7 недель после вакцинации осуществляли 

заражение животных путем интраназальной инокуляции RSV А (штамм Long) в стандартной дозе 10
5
 

pfu. Через 5 суток после заражения животных подвергали эвтаназии, собирали назальные ткани для тит-

рования вируса и выделяли легкие единым блоком и делили на две части для титрования вируса (левые 

доли) и гистопатологического исследования (правые доли, только группы A, D, Е). Титры RSV в назаль-
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ной ткани или гомогенатах легких, отобранных через 5 суток после заражения RSV, определяли путем 

стандартного анализа бляшкообразования на пермиссивных клетках (клетки НЕр-2). Срезы легких, фик-

сированные формалином и залитые парафином (FFPE), окрашивали гематоксилином/эозином. Оценива-

ли четыре параметра воспаления легких: перибронхиолит (РВ), периваскулит (PV), интерстициальную 

пневмонию (IP) и альвеолит (А). Проводили слепую оценку слайдов по шкале тяжести от 0 до 4 и затем 

значения конвертировали в гистопатологический показатель от 0 до 100%. У животных также брали 

кровь в сутки 0 и во время заражения для определения титра нейтрализующих RSV антител посредством 

стандартного анализа бляшкообразования на пермиссивных клетках (клетки Vero). Титры нейтрализую-

щих антител определяли как величину, обратную разведениям сыворотки, при которых 60% вируса было 

нейтрализовано по сравнению с вирусным контролем. 

Таблица 5 

Схема дозирования у хлопковых хомяков 

 

 
Иммуногенность и результаты исследования эффективности. 

На фиг. 16А и В показаны вирусные титры RSV в назальной ткани и гомогенатах легких, соответст-

венно, полученные в анализе бляшкообразования. Титры RSV в назальной ткани или гомогенатах легких, 

собранных через 5 суток после заражения RSV, определяли посредством стандартного анализа бляшко-

образования на пермиссивных клетках. Данные представлены как бляшкообразующие единицы RSV на 1 

г ткани (pfu/г). Внутримышечный ChAd155-RSV в обеих дозах полностью подавлял вирусную реплика-

цию в легких, за исключением одного животного при самой низкой дозе. Инфекция верхних дыхатель-

ных путей также существенно подавлялась (в назальной ткани титры RSV были на 1-2 log ниже) дозоза-

висимым образом по сравнению с невакцинироваными контрольными животными. 

Ранее было показано, что у хлопковых хомяков титр нейтрализующих антител в сыворотке 1:100 

или выше придает защиту от репликации вируса в легких [Prince, 1985]. В данном исследовании оба век-

тора, которые вводили в/м по 5×10
8
 вч, индуцировали нейтрализующие RSV антитела на уровне защит-

ного порога, при этом титры понижались с уменьшением дозы вакцины (фиг. 16, панель С). Тем не ме-

нее, вакцинация предупреждала вирусную репликацию в легких даже если уровни сывороточных анти-

тел были ниже 1:100, что предполагало роль других иммунных эффекторных механизмов. Титры нейтра-

лизующих RSV антител выражали как разведение сыворотки, снижающее бляшкообразование на 60% по 

сравнению с контролем. 

Результаты исследования безопасности. 

Гистопатологическое исследование легких проводили через 5 суток после инфицирования, чтобы 

оценить, вызывала ли вакцинация ChAd155-RSV усиленную вакциной патологию. В соответствии с при-

сутствием воспалительных клеток в различных областях легочной структуры оценивали четыре пара-

метра легочного воспаления: перибронхиолит (РВ, воспалительная клеточная инфильтрация вокруг 

бронхиол), периваскулит (PV, воспалительная клеточная инфильтрация вокруг малых кровеносных сосу-

дов), интерстициальная пневмония (IP, воспалительная клеточная инфильтрация и утолщение стенок 

альвеол) и альвеолит (А, клетки внутри альвеолярного пространства). Срезы легких, фиксированные 

формалином и залитые парафином, окрашивали гематоксилином/эозином. Проводили слепую оценку 

слайдов по шкале тяжести от 0 до 4 и затем значения конвертировали в гистопатологический показатель 

от 0 до 100%. Пунктирная линия (на уровне 5%) означает пороговый уровень для существенной патоло-

гии. Гистопатологические данные для PanAd3-RSV (показаны серым) взяты из предыдущего исследова-

ния. Из четырех показателей наличие воспалительного инфильтрата в стенках альвеол (интерстициаль-

ная пневмония [IP]) и, более существенно, в альвеолярном пространстве (альвеолит [А]) считали прогно-

стическими признаками усиленного заболевания и патологии в легких [Prince, 2001]. Результаты гисто-

патологического исследования легких (фиг. 16, панель D) показали, что ChAd155-RSV в/м не индуцирует 

существенные показатели IP и А. Наблюдаемые низкие уровни IP и А согласовывались с тем, что наблю-

далось при острой инфекции RSV и вторичной реинфекции RSV [Boukhvalova, 2013], и были сравнимы 

со значениями, которые наблюдались при использовании PanAd3-RSV в предыдущих исследованиях. 

На фиг. 16 горизонтальные пунктирные линии означают предел обнаружения (LOD) для каждого 

исследовании на панелях А, В и С. На панели D горизонтальная пунктирная линия (на уровне 5%) озна-

чает порог существенной патологии. 
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5.2.3. Серонегативные телята. 

Коровий RSV (bRSV) вызывает респираторное заболевание у молодых телят, очень схожее с тем, 

что наблюдается у детей. Кроме того, RSV коров по генетическим и антигенным характеристикам явля-

ется родственным RSV человека. Модель bRSV у новорожденных телят является релевантной моделью 

на животных для оценки безопасности вакцин, направленных против RSV человека. 

Методика. 

Три группы телят, получавших ограниченное количество молозива, вакцинировали в два приема, с 

промежутком четыре недели, 5×10
10

 вч ChAd155-RSV или PanAd3-RSV, используемым для сравнения, 

как показано в табл. 6. 

Таблица 6 

Схема дозирования у новорожденных телят 

 
Группу С "ложно" вакцинировали векторами на основе аденовируса PanAd3, содержащего посто-

ронние антигены. Через четыре недели после второй вакцинации животным проводили провокацию пу-

тем интраназального (10 мл) и интратрахеального (10 мл) введения 10
4
 pfu bRSV штамма Snook. Через 

шесть дней после инфицирования, когда репликация вируса достигала пика в легких и назальной ткани, 

вызывая наибольшие патологические изменения в легких, животных подвергали эвтаназии. В данной 

модели в результате введения заражающего инокулума интраназальным и интратрахеальным способом у 

зараженных контрольных животных наблюдались единичные клинические признаки, если таковые во-

обще имели место. Поэтому эффекты вакцинации на заражение bRSV исследовали по назофарингеаль-

ной экскреции bRSV, анализу уровней bRSV в гомогенате легких, развитию крупных поражений легоч-

ной ткани и анализу лейкоцитов в бронхо-альвеолярном лаваже (BAL). Также исследовали антительный 

ответ (антитело и нейтрализующие титры), индуцированный после вакцинации и/или заражения. 

Результаты исследования иммуногенности. 

Влияние вакцинации на индукцию bRSV-специфических IgG сыворотки. 

Кинетика средних значений bRSV-специфического IgG антитела в сыворотке и титров нейтрали-

зующих антител к RSV человека (hRSV) на протяжении вакцинации показана для каждой исследуемой 

группы на фиг. 17. График демонстрирует среднее геометрическое значение в каждой исследуемой груп-

пе. Уровни bRSV-специфического IgG определяли, используя в качестве антигена лизат клеток почки 

эмбрионов телят (FCK), инфицированных bRSV (штамм Snook) [Taylor, 1995]. Лизат ложно-

инфицированных клеток FCK использовали в качестве контрольного антигена. 

В начале вакцинации двое из пяти животных в каждой группе, получавшие иммуноген RSV, демон-

стрировали низкие уровни материнских антител, специфических к bRSV. Тем не менее, у всех животных 

наблюдали ответ на вакцины и bRSV-специфические антитела достигали высоких уровней (log10 равен 3-

3,5) после бустерной иммунизации (фиг. 17А). У всех телят в контрольной группе были обнаруживаемые 

bRSV-специфические антитела в начале вакцинации, уровень которых снижался в ходе исследования и 

не обнаруживался в день заражения. В заключение, PanAd3-RSV и ChAd155-RSV демонстрировали 

сходную эффективность индуцирования антительных ответов. 

Перед вакцинацией не обнаруживали нейтрализующих антител к hRSV. После однократной дозы у 

всех животных, которых вакцинировали PanAd3-RSV, и у 2 из 5 животных, которых вакцинировали 

ChAd155-RSV, были поддающиеся измерению нейтрализующие антитела к RSV (фиг. 17В). После вто-

рой дозы наблюдали существенное повышение в случае обеих вакцин. Через 1 неделю после заражения 

не наблюдали дальнейшего усиления hRSV-нейтрализующего ответа. 

Результаты исследования эффективности. 

Влияние вакцинации на назофарингеальную экскрецию bRSV. 

После заражения bRSV ежедневно брали назофарингеальные мазки и определяли титры bRSV в об-

разцах. Как показано на фиг. 18, титры в контрольной группе повышались с 3 по 6 сутки. Репликация 

bRSV оказывалась значительно снижена у телят, получавших любую из конструкций RSV аденовекто-

ров. 

Влияние вакцинации на репликацию bRSV в нижних дыхательных путях. 

Через 6 дней после заражения bRSV в клетках легочного смыва (LWC) и гомогенатах доли легкого 

(RA, RC и LC) всех контрольных телят, а также в образцах трахеального соскоба (TSc) 5 из 6 контроль-

ных телят (фиг. 19) обнаруживали высокие титры bRSV. Напротив, в образцах TSc у 2 и в образцах LWC 

у 1 из телят, получавших ChAd155-RSV, bRSV выявляли в низких титрах, а в образцах от всех телят, по-

лучавших PanAd3-RSV, он не поддавался выявлению. 
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Влияние вакцинации на патологию в легких. 

Через шесть дней после заражения у 6 из 6 контрольных телят наблюдали обширные крупные уп-

лотнения легочной ткани (фиг. 20). Напротив, у телят, получавших любую из конструкций RSV адено-

векторов, не наблюдали крупных уплотнений легочной ткани. На фиг. 21 представлены средние значе-

ния процентного содержания ± SD лимфоцитов (L), макрофагов (Мо), полиморфноядерных лейкоцитов 

(PMN) и эозинофилов (Ео) в BAL через 6 суток после заражения bRSV. Приблизительно 70% клеток в 

BAL у контрольных телят представляли собой PMN. Более низкое процентное содержание PMN обнару-

живали в BAL у телят, получавших ChAd155-RSV или PanAd3-RSV, что указывало на уменьшение ле-

гочного воспаления. Важно отметить, что в легких телят, получавших ChAd155-RSV или PanAd3-RSV, 

эозинофилов было очень мало, или они не поддавались выявлению, что позволяло предположить отсут-

ствие вызванного вакциной обострения заболевания. 

Заключение. 

Вместе взятые результаты, приведенные выше, продемонстрировали, что ChAd155 представляет 

собой улучшенный аденовирусный вектор по сравнению с векторами ChAd3 и PanAd3. Показано, что 

продуктивность ChAd155 более высокая, что облегчает процесс получения; ChAd155 обеспечивает более 

высокий уровень экспрессии трансгена in vitro, а также in vivo, обеспечивая более сильный Т-клеточный 

ответ и по меньшей мере настолько же выраженный антительный ответ против экспрессируемых антиге-

нов в моделях на животных. Защитный иммунитет достигается без признаков вызванной вакциной уси-

ленной легочной патологии. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Рекомбинантный вектор, экспрессирующий антигены респираторного синцитиального вируса 

(RSV), содержащий полинуклеотид, выбранный из группы, состоящей из 

(а) полинуклеотида, кодирующего полипептид фибриллы, имеющий происхождение из аденовируса 

шимпанзе ChAd155 и имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, 

(б) полинуклеотида, кодирующего функциональное производное полипептида фибриллы, как он 

определен в (а), где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая 

по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности 

SEQ ID NO: 1, и 

(в) полинуклеотида, кодирующего полипептид пентона, имеющий происхождение из аденовируса 

шимпанзе ChAd155 и имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3, 

где рекомбинантный вектор содержит нуклеиновокислотную последовательность, кодирующую ге-
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терологичный антигенный белок, где нуклеиновокислотная последовательность функционально связана 

с одной или более чем одной последовательностью, направляющей экспрессию указанного гетерологич-

ного антигенного белка в клетке-хозяине, где гетерологичный антигенный белок выбран из RSV антиге-

нов (1) белка слияния (F), (2) белка присоединения (G), (3) белка матрикса (М2) и (4) нуклеопротеина (N) 

респираторного синцитиального вируса (RSV). 

2. Рекомбинантный аденовирус, экспрессирующий антигены респираторного синцитиального виру-

са (RSV), содержащий по меньшей мере один полинуклеотид и кодируемый им полипептид, выбранные 

из группы, состоящей из 

(а) полинуклеотида, кодирующего полипептид фибриллы, имеющий происхождение из аденовируса 

шимпанзе ChAd155 и имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1, и кодируемого им 

полипептида фибриллы, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1; 

(б) полинуклеотида, кодирующего функциональное производное полипептида фибриллы, как он 

определен в (а), где функциональное производное имеет аминокислотную последовательность, которая 

по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протяжении аминокислотной последовательности 

SEQ ID NO: 1, и кодируемого им функционального производного полипептида фибриллы, имеющего 

аминокислотную последовательность, которая по меньшей мере на 80% идентична на всем своем протя-

жении аминокислотной последовательности SEQ ID NO: 1; и 

(в) полинуклеотида, кодирующего полипептид пентона, имеющий происхождение из аденовируса 

шимпанзе ChAd155 и имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3, и кодируемого им 

полипептида пентона, имеющего аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 3; 

где рекомбинантный аденовирус содержит нуклеиновокислотную последовательность, кодирую-

щую гетерологичный антигенный белок, где нуклеиновокислотная последовательность функционально 

связана с одной или более чем одной последовательностью, направляющей экспрессию указанного гете-

рологичного антигенного белка в клетке-хозяине, где гетерологичный антигенный белок представляет 

собой антигенный белок или его фрагмент, имеющий происхождение из RSV, и выбран из (1) белка сли-

яния (F), (2) белка присоединения (G), (3) белка матрикса (М2) и (4) нуклеопротеина (N) респираторного 

синцитиального вируса (RSV). 

3. Иммуногенная композиция для индуцирования иммунного ответа против RSV, содержащая по 

меньшей мере одно из следующего: 

а) рекомбинантный вектор по п.1 и 

б) рекомбинантный аденовирус по п.2,  

и фармацевтически приемлемый эксципиент. 

4. Рекомбинантный вектор по п.1, где полинуклеотид кодирует полипептид белка фибриллы адено-

вируса шимпанзе ChAd155, имеющий аминокислотную последовательность SEQ ID NO: 1. 

5. Рекомбинантный вектор по п.4, где полинуклеотид имеет последовательность SEQ ID NO: 2. 

6. Рекомбинантный вектор по любому из пп.1, 4 и 5, где полинуклеотид дополнительно содержит 

по меньшей мере одно из следующего: 

(а) аденовирусный 5'-конец, предпочтительно аденовирусный 5'-инвертированный концевой по-

втор; 

(б) аденовирусная область Е1A или ее фрагмент, выбранный из областей E1A_280R и E1A_243R; 

(в) аденовирусная область E1В или IX или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей из облас-

тей Е1В_19K, Е1В_55K или IX; 

(г) аденовирусная область Е2В или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей из областей 

Е2B_рТР, Е2В_полимераза и E2B_IVa2; 

(д) аденовирусная область L1 или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный 

белок, выбранный из группы, состоящей из белков L1_13.6k, L1_52k и L1_IIIa; 

(е) аденовирусная область L2 или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный 

белок, выбранный из группы, состоящей из белка L2_пентон, L2_pVII, L2_V и белка L2_pX; 

(ж) аденовирусная область L3 или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный 

белок, выбранный из группы, состоящей из белка L3_pVI, белка L3_гексон и L3_протеазы; 

(з) аденовирусная область Е2А; 

(и) аденовирусная область L4 или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует аденовирусный 

белок, выбранный из группы, состоящей из белка L4_100k, белка L4_33k и белка L4_VIII; 

(к) аденовирусная область Е3 или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей из Е3 ORF1, Е3 

ORF2, Е3 ORF3, Е3 ORF4, Е3 ORF5, Е3 ORF6, Е3 ORF7, Е3 ORF8 и Е3 ORF9; 

(л) аденовирусная область L5 или ее фрагмент, где указанный фрагмент кодирует белок фибриллы 

L5_фибрилла; 

(м) аденовирусная область Е4 или ее фрагмент, выбранный из группы, состоящей из Е4 ORF7, Е4 

ORF6, Е4 ORF4, Е4 ORF3, Е4 ORF2 и Е4 ORF1; 

(н) аденовирусный 3'-конец, предпочтительно аденовирусный 3'-инвертированный концевой по-

втор; и/или 

(о) аденовирусная область VAI или VAII RNA, предпочтительно область VAI или VAII RNA адено-
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вируса, отличного от ChAd155, более предпочтительно Ad5. 

7. Рекомбинантный вектор по любому из пп.1 и 4-6, где полинуклеотид содержит или состоит из 

полинуклеотида, который идентичен на всем своем протяжении эталонной последовательности, по су-

ществу, состоящей из SEQ ID NO: 7, 8 или 9. 

8. Рекомбинантный аденовирус по п.2, где нуклеиновокислотная последовательность, кодирующая 

гетерологичный антигенный белок, кодирует антиген F∆TM RSV, антиген М2-1 RSV и антиген N RSV. 

9. Рекомбинантный аденовирус по п.2 или 8, где нуклеиновокислотная последовательность, коди-

рующая гетерологичный антигенный белок, кодирует последовательность SEQ ID NO: 37. 

10. Рекомбинантный аденовирус по любому из пп.2, 8 и 9, где рекомбинантный аденовирус являет-

ся репликативно-некомпетентным. 

11. Рекомбинантный аденовирус по любому из пп.2 и 8-10, где аденовирус способен инфицировать 

клетку млекопитающего. 

12. Иммуногенная композиция по п.3, содержащая адъювант, выбранный из перечня, состоящего 

из: неорганических адъювантов (например, неорганических солей металлов, таких как фосфат алюминия 

или гидрат окиси алюминия), органических адъювантов (например, сапонинов, таких как QS21 или сква-

лен), адъювантов на основе масел (например, полного адъюванта Фрейнда и неполного адъюванта 

Фрейнда), цитокинов (например, IL-1β (интерлейкин 1β), IL-2, IL-7, IL-12, IL-18, GM-CFS и INF-γ (ин-

терферон γ)), адъювантов в виде частиц (например, иммуностимулирующих комплексов (ISCOMS), ли-

посом или биодеградируемых микросфер), виросом, бактериальных адъювантов (например, монофосфо-

риллипида А, такого как 3-де-О-ацилированный монофосфориллипид A (3D-MPL) или мурамилпепти-

дов), синтетических адъювантов (например, неионных блок-сополимеров, аналогов мурамилпептидов 

или синтетического липида А), синтетических полинуклеотидных адъювантов (например, полиаргинина 

или полилизина) и иммуностимулирующих олигонуклеотидов, содержащих неметилированные динукле-

отиды CpG ("CpG"). 

13. Иммуногенная композиция по п.12, где адъювант представляет собой 3D-MPL и/или QS21. 

14. Рекомбинантный вектор по любому из пп.1 и 4-7, где нуклеиновокислотная последовательность, 

кодирующая гетерологичный антигенный белок, кодирует антиген F∆TM RSV, антиген М2-1 RSV и ан-

тиген N RSV. 

15. Рекомбинантный вектор по п.14, где нуклеиновокислотная последовательность, кодирующая ге-

терологичный антигенный белок, кодирует последовательность SEQ ID NO: 37. 

16. Применение рекомбинантного вектора по любому из пп.1, 4-7 и 14-15 в качестве лекарственного 

средства для лечения или профилактики инфекции респираторным синцитиальным вирусом (RSV) или 

заболевания, вызванного инфекцией RSV. 

17. Применение рекомбинантного аденовируса по любому из пп.2 и 8-11 в качестве лекарственного 

средства для лечения или профилактики инфекции RSV или заболевания, вызванного инфекцией RSV. 

18. Применение иммуногенной композиции по любому из пп.3 и 12, 13 в качестве лекарственного 

средства для лечения или профилактики инфекции RSV или заболевания, вызванного инфекцией RSV. 

19. Применение рекомбинантного вектора по любому из пп.1, 4-7 и 14, 15 в качестве вакцины про-

тив инфекции RSV. 

20. Применение рекомбинантного аденовируса по любому из пп.2 и 8-11 в качестве вакцины против 

инфекции RSV. 

21. Применение иммуногенной композиции по любому из пп.3 и 12, 13 в качестве вакцины против 

инфекции RSV. 

22. Применение рекомбинантного вектора по любому из пп.1, 4-7 и 14, 15 в изготовлении лекарст-

венного средства для лечения или профилактики заболевания, вызванного инфекцией RSV. 

23. Применение рекомбинантного аденовируса по любому из пп.2 и 8-11 в изготовлении лекарст-

венного средства для лечения или профилактики заболевания, вызванного инфекцией RSV. 

24. Применение иммуногенной композиции по любому из пп.3 и 12, 13 в изготовлении лекарствен-

ного средства для лечения или профилактики заболевания, вызванного инфекцией RSV. 

25. Способ индуцирования иммунного ответа, направленного против респираторного синцитиаль-

ного вируса (RSV), у субъекта, включающий введение субъекту рекомбинантного вектора, рекомбинант-

ного аденовируса или композиции по любому из пп.1-15. 

26. Выделенный полинуклеотид, кодирующий полипептиды, имеющие происхождение из аденови-

руса шимпанзе ChAd155, и гетерологичный антигенный белок, включающий антигены RSV, содержа-

щий или состоящий из последовательности SEQ ID NO: 11. 
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