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(57) В соответствии с настоящим изобретением предложен неспособный реплицироваться
онколитический вирусный вектор или способный реплицироваться онколитический аденовирус
группы В, выбранный из группы, состоящей из Ad11 и энаденотуцирева, при этом указанный вирус
кодирует антитело или связывающий фрагмент указанного антитела для экспрессии на поверхности
раковой клетки, при этом указанное антитело или связывающий фрагмент указанного антитела
специфичны к белку CD3 комплекса Т-клеточного рецептора (TCR), при этом указанный вирус не
кодирует белок В7 или его активный фрагмент, содержащие указанный вирусный вектор или вирус
фармацевтические композиции и применение любого из указанного выше для лечения, в частности
для лечения рака.
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Настоящее изобретение относится к онколитическому вирусу, полученному из EnAd или Ad11, со-
держащему трансген, кодирующий по меньшей мере агонистическое антитело, специфичное к CD3 в 
комплексе Т-клеточного рецептора (TCR) или связывающий фрагмент указанного антитела, в частности, 
для экспрессии на поверхности раковой клетки, композициям, содержащим указанный вирус, и приме-
нению указанного вируса и указанной композиции для лечения рака. 

Настоящая заявка испрашивает приоритет на основании GB1522334.0, GB1607463.5, GB1617207.4 и 
GB1617206.6, описание каждой из которых полностью включено в настоящую заявку. 

Уровень техники 

Рак все еще является огромным социальным грузом для общества с точки зрения тяжести заболева-
ния и страданий, испытываемых пациентами и близкими им людьми, а также с точки зрения высоких 
финансовых расходов на лечение, уход за пациентами и их поддержку. В настоящее время считают, что 
иммунные системы здоровых индивидов постоянно устраняют раковые клетки. При этом, у страдающих 
раком пациентов один или более механизмов защиты, вовлеченных в такой клиренс, супрессирован или 
полностью выключен. 

В настоящее время известно, что опухоли изменяют свое микроокружение, чтобы оно более благо-
приятствовало их расту. Это происходит посредством высвобождения опухолью внеклеточных сигналов, 
которые, например, вызывают ангиогенез опухоли и/или индуцируют локальное подавление иммунного 
ответа или иммунологическую толерантность. 

Комплекс Т-клеточного рецептора (TCR) на Т-клетках распознает определенный антиген, в частно-
сти, когда указанный антиген находится в виде пептида, презентированного на молекуле главного ком-
плекса гистосовместимости (МНС) на поверхности клетки. Комплекс Т-клеточного рецептора (TCR) со-
держит связывающий антиген гетеродимер альфа и бета или гамма и дельта цепей, вместе с белками се-
мейства иммуноглобулинов - эпсилон, дельта, гамма и зета цепями CD3. Эпсилон, дельта и гамма цепи 
CD3 на поверхности играют важные роли в сборке комплекса TCR и стабильной экспрессии на поверх-
ности клетки. Гомодимер цепей зета почти полностью внутриклеточный и действует как ключевая сиг-
нальная молекула комплекса, когда комплекс TCR перекрестно связывается физиологически комплекса-
ми антиген-МНС на поверхностях клеток или фармакологическими средствами, например, антителами к 
комплексу TCR, такими как антитело к CD3 (включая связывающий фрагмент указанного антитела). 

Результаты многих различных доклинических и клинических исследований однозначно показали, 
что микроокружение внутри опухолей может подавлять развитие и активность противоопухолевых им-
мунных ответов, при этом было показано, что потенциально в этот процесс вовлечен большой спектр 
механизмов. В частности, иммуносупрессорные механизмы, в конечном счете, предотвращают опосре-
дование Т-клеточными ответами уничтожения опухолевых клеток. Супрессорные механизмы могут 
включать предотвращение проникновения Т-клеток в опухолевые ткани, ингибирование активации или 
активности Т-клеток, которые все же проникли в опухоль, и модуляцию белков опухолевой клетки, ко-
торые снижают способность Т-клеток распознавать или отвечать на них. Значение таких иммуносупрес-
сорных путей для обеспечения прогрессирования опухоли, в частности, было проиллюстрировано кли-
нической эффективностью, которую продемонстрировали антитела к рецепторам в двух таких супрес-
сорных путях - CTLA4 и PD-1/PDL1, что привело к разрешению их продажи на рынке для лечения мела-
номы и других видов раков. 

Несмотря на то, что для получения активированных цитолитических Т-клеток, например, для лече-
ния таких видов рака как рак носоглотки, был предложен адоптивный перенос Т-клеток, стимулирован-
ных in vitro, такая терапия может быть трудной, дорогостоящей и неудобной. Более того, иногда данные 
методики лечения эффективны только в отношении определенных подгрупп пациентов. 

Некоторые клинические испытания проводили с раковыми антигенами, например, MAGE, в форме 
вакцины, содержащей раковый антиген и адъювант, такой как монофосфорил А и CpG. Тем не менее, 
данные подходы вопреки ожиданиям не смогли обеспечить достижение высоких результатов в клиниче-
ской практике. Таким образом, фактическая стимуляция или активация в условиях in vivo Т-клеток, на-
правленных на раковые клетки, для лечения рака по факту не применяется на практике в настоящее вре-
мя. 

Авторы настоящего изобретения получили результаты, показывающие, что иммунная система бо-
лее эффективно справляется с раковыми клетками, на поверхности которых обеспечили экспрессию по 
меньшей мере агонистического антитела к TCR или его связывающего фрагмента, чем с немодифициро-
ванными раковыми клетками, которые не экспрессируют указанный белок на своей поверхности. 

Без связи с какой-либо конкретной теорией, авторы настоящего изобретения полагают, что если 
обеспечить в раковой клетке экспрессирю по меньшей мере агонистического антитела к TCR, то это 
направит или стимулирует иммунную систему пациента, на борьбу с раком, например, такое антитело 
к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела может привлекать и/или активировать Т-
клетки. Такая активация Т-клеток, которые будут физиологически распознавать опухолеспецифиче-
ские антигены, включая персонифицированные неоантигены, также может приводить к образованию 
потомства эффекторных Т-клеток и Т-клеток памяти, которые могут мигрировать в участки той же 
опухоли или другие очаги опухоли (например, метастазы), не экспрессирующие агонистическое анти-
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тело к TCR или его фрагмент. Таким образом, данная терапия потенциально может вызвать длитель-
ный иммунный ответ по отношению к раковым клеткам за счет активированных Т-клеток, экспресси-
рующих их физиологический опухолеспецифический антиген, чтобы системно бороться с раком у па-
циента. 

Ясно, что способы терапии рака, которые задействуют собственные иммунные ответы организма 
для борьбы с раком, будут обладать значительными преимуществами. Более того, данная терапия на-
правлена только на раковые клетки, и, следовательно, побочные эффекты и токсичность, вероятно, будут 
гораздо меньше, чем в случае традиционных методы лечения, таких как химиотерапия. 

Можно получить раковую клетку, экспрессирующую антитело к TCR или связывающий фрагмент 
указанного антитела, путем инфицирования указанной раковой клетки способным реплицироваться он-
колитическим вирусом или неспособным реплицироваться онколитическим вирусным вектором, коди-
рующим антитело к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела. 

Краткое описание изобретения 

В настоящем изобретении предложено следующее. 
1) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-

ся онколитический аденовирус группы В, выбранный из группы, состоящей из Ad11 и энаденотуцирева, 
при этом указанный вирус кодирует антитело или связывающий фрагмент указанного антитела для экс-
прессии на поверхности раковой клетки, при этом указанное антитело или связывающий фрагмент ука-
занного антитела специфичны к белку CD3 комплекса Т-клеточного рецептора (TCR), и при этом ука-
занный вирус не кодирует белок В7 или его активный фрагмент. 

2) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический аденовирус группы В согласно п.1, отличающийся тем, что указанный вирус пред-
ставляет собой Ad11. 

3) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно п.1 или 2, отличающийся тем, что указанный вирус способен репли-
цироваться. 

4) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно п.1 или 2, отличающийся тем, что указанный вирус неспособен реп-
лицироваться. 

5) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно любому из пп.1-4, отличающийся тем, что указанное кодируемое ан-
титело дополнительно содержит трансмембранный домен или GPI-якорь. 

6) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно п.5, отличающийся тем, что указанный трансмембранный домен вы-
бран из последовательности, представленной в SEQ ID NO: с 10 по 14. 

7) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно любому из пп.1-6, отличающийся тем, что указанный онколитический 
аденовирус представляет собой EnAd. 

8) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно любому из пп.1-7, отличающийся тем, что указанное антитело или 
связывающий фрагмент выбраны из группы, включающей полноразмерное антитело, Fab, модифициро-
ванный Fab, Fab', модифицированный Fab', F(ab')2, Fv, однодоменные антитела, scFv, би-, три- или тетра-
валентные антитела, бис-scFv, диатела, триател, тетрател, хуматела (Humabody), дисульфидно-
стабилизированные формы любого из указанных антител и их связывающие эпитоп фрагменты. 

9) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно пп.1-8, отличающийся тем, что указанный связывающий фрагмент 
антитела представляет собой одноцепочечный Fv. 

10) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.1-9, отличающийся тем, что указанный онколити-
ческий вирус кодирует по меньшей мере один дополнительный трансген. 

11) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.10, отличающийся тем, что указанный онколитический вирус 
кодирует по меньшей мере два дополнительных трансгена. 

12) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.10 или 11, отличающийся тем, что указанный(-е) дополнитель-
ный(-е) трансген(ы) кодируют(-ет) белок, независимо выбранный из группы, включающей цитокин, хе-
мокин, молекулу антагонистического антитела или связывающий фрагмент указанного антитела, моле-
кулу агонистического антитела или связывающий фрагмент указанного антитела, иммуномодулятор и их 
комбинации. 

13) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.12, отличающийся тем, что по меньшей мере один дополни-
тельный трансген кодирует молекулу антитела или связывающий фрагмент указанного антитела (напри-



042321 

- 3 - 

мер, который может находиться в экспрессируемой на поверхности форме и/или в секретируемой фор-
ме). 

14) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.13, отличающийся тем, что указанная молекула антитела или 
связывающий фрагмент указанного антитела представляет собой ингибитор. 

15) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.14, отличающийся тем, что указанный ингибитор представляет 
собой ингибитор фактора ангиогенеза или ингибитор деактивирующего Т-клетки фактора. 

16) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.13-15, отличающийся тем, что молекула антитела 
или связывающий фрагмент указанного антитела представляет собой агонист. 

17) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.16, отличающийся тем, что указанный агонист независимо вы-
бран из группы, включающей антитела к CD40, лиганд CD40 (также известный как CD154), GITR, OX40, 
CD27, 4-1BB и их комбинации, например, CD40, GITR, OX40, CD27 и 4-1ВВ. 

18) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.17, отличающийся тем, что указанная молекула антитела или 
связывающий фрагмент указанного антитела содержит связывающий домен, специфичный к CD40L. 

19) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.17 или 18, отличающийся тем, что указанная молекула анти-
тела или связывающий фрагмент указанного антитела содержит связывающий домен, специфичный к 
CD40. 

20) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.17-19, отличающийся тем, что указанная молекула 
антитела или связывающий фрагмент указанного антитела содержит связывающий домен, специфичный 
к GITR. 

21) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.17-20, отличающийся тем, что указанная молекула 
антитела или связывающий фрагмент указанного антитела содержит связывающий домен, специфичный 
к ОХ40. 

22) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.17-21, отличающийся тем, что указанная молекула 
антитела или связывающий фрагмент указанного антитела содержит связывающий домен, специфичный 
к CD27. 

23) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно любому из пп.17-22, отличающийся тем, что указанная молекула анти-
тела или связывающий фрагмент указанного антитела содержит связывающий домен, специфичный к 4-
1BB. 

24) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.12-23, отличающийся тем, что иммуномодулятор 
представляет собой связанный с мембраной белковый лиганд для рецепторов на поверхности иммунной 
клетки, независимо выбранный из группы, включающей CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, VISTA, B7-H3, 
В7-Н4, HVEM, ILT-2, ILT-3, ILT-4, TIM-3, LAG-3, BTLA, LIGHT или CD160, например, CTLA-4, PD-1, 
PD-L1, PD-L2, CD16, CD25, CD33, CD332, CD127, CD31, CD43, CD44, CD162, CD301a, CD301b и галек-
тин-3, FLT-3, лиганд FLT-3, TLR, лиганды TLR, CCR7, CD1a, CD1c, CD11b, CD11c, CD80, CD83, CD86, 
CD123, CD172a, CD205, CD207, CD209, CD273, CD281, CD283, CD286, CD289, CD287, CXCR4, лиганд 
GITR, IFN-α2, IL-12, IL-23, ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT7, рецептор TSLP, CD141, CD303, CADM1, 
CLEC9a, XCR1 и CD304, OX40, лиганд ОХ40, CD27, CD28, CD30, CD40, лиганд CD40, CD70, CD137, 
GITR, 4-1BB, ICOS, лиганд ICOS и их комбинации. 

25) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.24, отличающийся тем, что связанный с мембраной белковый 
лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой или связывается с CTLA-4. 

26) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.24 или 25, отличающийся тем, что указанный связанный с мем-
браной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой или связы-
вается с PD-1. 

27) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-26, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с PD-L1. 

28) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-27, отличающийся тем, что указанный связан-
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ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с PD-L2. 

29) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-28, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с VISTA. 

30) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-29, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с В7-H3. 

31) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-30, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с В7-Н4. 

32) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-31, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с HVEM. 

33) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-32, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с ILT-2. 

34) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-33, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с ILT-3. 

35) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-34, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с ILT-4. 

36) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-35, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с TIM-3. 

37) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-36, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с LAG-3. 

38) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-37, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с BTLA. 

39) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-38, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с LIGHT. 

40) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-39, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD160. 

41) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-40, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD16. 

42) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-41, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD25. 

43) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-42, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD33. 
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44) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-43, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD332. 

45) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-44, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD127. 

46) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-45, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD31. 

47) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-46, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD43. 

48) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-47, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD44. 

49) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-48, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецепторов на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD162. 

50) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-49, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD301a. 

51) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-50, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD301b. 

52) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-51, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с галектином-3. 

53) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-52, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с FLT-3. 

54) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-53, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
лиганд FLT-3. 

55) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-54, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
TLR. 

56) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-55, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
TLR-лиганд. 

57) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-56, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CCR7. 

58) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-57, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD1a. 

59) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-58, отличающийся тем, что указанный связан-
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ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD1с. 

60) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-59, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD11b. 

61) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-60, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD11c. 

62) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-61, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
CD80. 

63) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-62, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD83. 

64) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-63, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
CD86. 

65) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-64, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD123. 

66) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-65, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD172а. 

67) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-66, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD205. 

68) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-67, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD207. 

69) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-68, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD209. 

70) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-69, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD273. 

71) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-70, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD281. 

72) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-71, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD283. 

73) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-72, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD286. 

74) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-73, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD289. 
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75) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-74, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD287. 

76) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-75, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CXCR4. 

77) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-76, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с лигандом GITR. 

78) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплицировать-
ся онколитический вирус согласно любому из пп.24-77, отличающийся тем, что указанный связанный с 
мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки связывается с IFN-α2. 

79) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-78, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
IL-12. 

80) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-79, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
IL-23. 

81) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-80, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки связывается с ILT1. 

82) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-81, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки связывается с ILT5. 

83) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-82, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки связывается с ILT7. 

84) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-83, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки связывается с рецеп-
тором TSLP. 

85) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-84, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD141. 

86) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-85, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD303. 

87) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-86, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CADM1. 

88) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-87, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CLEC9a. 

89) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-88, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с XCR1. 

90) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-89, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD304. 

91) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-90, отличающийся тем, что указанный связан-
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ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с ОХ40. 

92) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-91, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с лигандом ОХ40. 

93) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-92, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD27. 

94) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-93, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD28. 

95) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-94, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD30. 

96) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-95, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD40. 

97) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-96, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с лигандом CD40. 

98) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-97, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD70. 

99) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-98, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с CD137. 

100) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-99, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с GITR. 

101) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-100, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с 4-1ВВ. 

102) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-101, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецептора на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с ICOS. 

103) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.24-102, отличающийся тем, что указанный связан-
ный с мембраной белковый лиганд для рецепторов на поверхности иммунной клетки представляет собой 
или связывается с лигандом ICOS. 

104) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.10-103, отличающийся тем, что по меньшей мере 
один дополнительный трансген кодирует цитокин (включая секретируемые и/или связанные с мембра-
ной клетки молекулы). 

105) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.11-104, отличающийся тем, что второй дополни-
тельный трансген кодирует цитокин (включая секретируемые и/или связанные с мембраной клетки мо-
лекулы). 

106) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.104 или 105, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый цитокин независимо выбран из суперсемейства TNF-альфа (TNFSF включает TNF-альфа, TNF-C, 
OX40L, CD154, FasL, LIGHT, TL1A, CD70, Siva, CD153, лиганд 4-1ВВ, TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, 
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BAFF, CAMLG, NGF, BDNF, NT-3, NT-4, лиганд GITR, EDA-A, EDA-A2), супер семейства TGF-бета, се-
мейства IL-1 (т.е. IL-1 и IL-18), семейства IL-2, семейства IL-10, семейства IL-17, семейства интерферона. 

107) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.106, отличающийся тем, что указанный цитокин представляет 
собой TNF-альфа. 

108) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.106 или 107, отличающийся тем, что указанный цитокин пред-
ставляет собой TNF-C. 

109) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-108, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой OX40L. 

110) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-109, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой CD154. 

111) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-110, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой FasL. 

112) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-111, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой LIGHT. 

113) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-112, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой TL1А. 

114) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-113, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой CD70. 

115) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-114, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой Siva. 

116) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-115, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой CD153. 

117) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-116, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой лиганд 4-1BB. 

118) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-117, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой TRAIL. 

119) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-118, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой RANKL. 

120) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-119, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой TWEAK. 

121) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-120, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой APRIL. 

122) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-121, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой BAFF. 

123) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-122, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой CAMLG. 

124) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-123, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой NGF. 

125) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-124, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой BDNF. 

126) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-125, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой NT-3. 
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127) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-126, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой лиганд GITR. 

128) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-127, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой EDA-A. 

129) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-128, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой EDA-A2. 

130) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-129, отличающийся тем, что указанный цито-
кин принадлежит суперсемейству TGF-бета. 

131) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-130, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IL-1. 

132) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-131, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IL-8. 

133) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-132, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IL-2. 

134) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-133, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IL-10. 

135) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-134, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IL-17. 

136) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106-135, отличающийся тем, что указанный цито-
кин принадлежит семейству интерферона. 

137) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.106, отличающийся тем, что указанный кодируемый цитокин 
независимо выбран из TNF-альфа, IL-1, IL-8, IL-10, IL-17, интерферона, LIGHT, TL1A, Siva, TRAIL, 
RANKL, TWEAK, APRIL, NGF, BDNF, NT-3 и EDA-A2. 

138) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно пп.106-137, отличающийся тем, что указанный кодируемый цито-
кин независимо выбран из TNF-C, OX40L, CD154, FasL, CD70, CD153, лиганда 4-1BB и EDA-A. 

139) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.106, 137 или 138, отличающийся тем, что указан-
ный цитокин независимо выбран из группы, включающей IL-2, IFN-альфа, IFN-бета, IFN-гамма, лиганд 
Flt3, GM-CSF, IL-15 и IL-12. 

140) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п. 139, отличающийся тем, что указанный цитокин представляет 
собой IL-2. 

141) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.139 или 140, отличающийся тем, что указанный цитокин пред-
ставляет собой IFN-альфа. 

142) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.139-141, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IFN-бета. 

143) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.139-142, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IFN-гамма. 

144) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.139-143, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой лиганд Flt3. 

145) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.139-144, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой GM-CSF. 

146) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.139-145, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IL-15. 
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147) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.139-146, отличающийся тем, что указанный цито-
кин представляет собой IL-12. 

148) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.10-147, отличающийся тем, что по меньшей мере 
один дополнительный трансген кодирует хемокин. 

149) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.148, отличающийся тем, что указанный хемокин независимо 
выбран из группы, включающей MIP-1-альфа, RANTES, IL-8, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, 
CXCL10, CXCL11, CXCL13, CXCL12, CCL2, CCL19 и CCL21. 

150) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.149, отличающийся тем, что указанный кодируемый хемокин 
представляет собой MIP-1-альфа. 

151) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.149 или 150, отличающийся тем, что указанный кодируемый 
хемокин представляет собой RANTES. 

152) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-151, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой IL-8. 

153) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-152, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CCL5. 

154) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-153, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CCL17. 

155) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-154, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CCL20. 

156) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-155, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CCL22. 

157) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-156, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CXCL9. 

158) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-157, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CXCL10. 

159) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-158, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CXCL11. 

160) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-159, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CXCL12. 

161) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-160, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CXCL13. 

162) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-161, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CCL2. 

163) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-162, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CCL19. 

164) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.149-163, отличающийся тем, что указанный коди-
руемый хемокин представляет собой CCL21. 

165) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно п.149 или 150, отличающийся тем, что указанный вирус содержит 
трансгены, кодирующие комбинацию цитокина и хемокина, выбранную из i) MIP-1α и Flt3, и ii) MIP-1α 
и IFNα. 

166) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический вирус согласно любому из пп.1-166, отличающийся тем, что указанное антитело к 
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CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела содержит по меньшей мере связывающий домен, 
содержащий области VH и VL из муромонаба-CD3 (muromonab-CD3, OKT3), отеликсизумаба (otelixizu-
mab), теплизумаба (teplizumab) или визилизумаба (visilizumab). 

167) Способ лечения имеющего рак пациента (например, путем стимуляции in vivo Т-клеток, на-
пример, Т-клеток в окружении раковой клетки, чтобы нацелить их на раковые клетки), включающий 
этап: 

введения терапевтически эффективного количества неспособного реплицироваться онколитическо-
го вирусного вектора или способного реплицироваться онколитического аденовируса группы В, выбран-
ного из группы, состоящей из Ad11 и энаденотуцирева, при этом указанный вирус кодирует антитело 
или связывающий фрагмент указанного антитела для экспрессии на поверхности раковой клетки, при 
этом указанное антитело или связывающий фрагмент указанного антитела специфичны к белку CD3 
комплекса Т-клеточного рецептора (TCR), при этом указанный вирус не кодирует белок В7 или его ак-
тивный фрагмент, 

при этом указанный вирус или вирусный вектор селективно инфицирует указанные раковые клетки 
и экспрессирует на их поверхности указанное кодируемое антитело к CD3 или связывающий фрагмент 
указанного антитела, как определено в любом из пп.1-166. 

168) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический аденовирус группы В, выбранный из группы, состоящей из Ad11 и энаденотуци-
рева, при этом указанный вирус кодирует антитело или связывающий фрагмент указанного антитела для 
экспрессии на поверхности раковой клетки, при этом указанное антитело или связывающий фрагмент 
указанного антитела специфичны к белку CD3 комплекса Т-клеточного рецептора (TCR), при этом ука-
занный вирус не кодирует белок В7 или его активный фрагмент, как определено в любом из пп.1-166, 
для применения для лечения. 

169) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический аденовирус группы В согласно п.168, для применения при лечении рака. 

170) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический аденовирус группы В согласно п.169, отличающийся тем, что лечение проводят 
путем стимуляции in vivo Т-клеток, например, Т-клеток в окружении раковой клетки, чтобы направить 
их на раковую клетку. 

171) Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный реплициро-
ваться онколитический аденовирус группы В, выбранный из группы, состоящей из Ad11 и энаденотуци-
рева, при этом указанный вирус кодирует антитело или связывающий фрагмент указанного антитела для 
экспрессии на поверхности раковой клетки, при этом указанное антитело или связывающий фрагмент 
указанного антитела специфичны к белку CD3 комплекса Т-клеточного рецептора (TCR), при этом ука-
занный вирус не кодирует белок В7 или его активный фрагмент, как определено в любом из пп.1-116, 
для применения для производства лекарственного средства. 

В одном варианте реализации один или более трансгенов, кодируемых вирусом согласно настоя-
щему описанию, находятся под контролем эндогенного промотора, в частности, главного позднего про-
мотора. 

В одном варианте реализации один или более трансгенов, кодируемых вирусом согласно настоя-
щему описанию, находятся под контролем экзогенного промотора, такого как промотор CMV. 

В одном варианте реализации предложен вирус (неспособный реплицироваться или способный ре-
плицироваться вирус, содержащий кассету трансгенов, описанную в данной заявке, включая описанную 
как часть полноразмерной последовательности вируса). 

В одном варианте реализации белок или пептид, кодируемый вирусом согласно настоящему описа-
нию для экспрессии на поверхности раковой клетки, представляет собой иммуногенный белок, напри-
мер, не относящийся к человеку белок. 

В одном аспекте настоящего изобретения предложен способ лечения имеющего рак пациента путем 
стимуляции in vivo Т-клеток, чтобы направить их на раковые клетки, путем введения терапевтически 
эффективного количества неспособного реплицироваться онколитического вирусного вектора или спо-
собного реплицироваться онколитического вируса, кодирующего антитело к TCR или связывающий 
фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного анти-
тела) для экспрессии на поверхности указанных раковых клеток. 

Таким образом, предложен способ лечения страдающего раком пациента путем стимуляции in vivo 
Т-клеток, например, Т-клеток в окружении раковой клетки, чтобы направить их на раковые клетки, пу-
тем: введения терапевтически эффективного количества неспособного реплицироваться онколитического 
вирусного вектора или способного реплицироваться онколитического вируса, кодирующего антитело к 
TCR или связывающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий 
фрагмент указанного антитела), при этом указанный вирус или вирусный вектор селективно инфицирует 
указанные раковые клетки и экспрессирует на поверхности клетки указанное кодируемое антитело к 
TCR или связывающий фрагмент указанного антитела. 

Также предложен неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или способный 
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реплицироваться онколитический вирус, кодирующий антитело к TCR или связывающий фрагмент ука-
занного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела) для экс-
прессии на поверхности раковых клеток, для применения для лечения имеющего рак пациента путем 
стимуляции in vivo Т-клеток, в частности, Т-клеток в окружении раковой клетки, чтобы направить их на 
указанные раковые клетки. Описанный в данной заявке вирус или вирусный вектор селективно инфици-
рует указанные раковые клетки и экспрессирует на их поверхности указанное кодируемое антитело к 
TCR или связывающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий 
фрагмент указанного антитела). 

В одном варианте реализации предложен неспособный реплицироваться онколитический вирусный 
вектор или способный реплицироваться онколитический вирус, кодирующий антитело к TCR или связы-
вающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанно-
го антитела) для экспрессии на поверхности раковых клеток, для применения для производства лекарст-
венного средства для лечения рака путем стимуляции in vivo Т-клеток, в частности, Т-клеток в окруже-
нии раковой клетки, чтобы направить их на указанные раковые клетки. 

Во втором независимом варианте реализации предложен способ лечения страдающего раком паци-
ента, включающий введение терапевтически эффективного количества неспособного реплицироваться 
онколитического вирусного вектора или способного реплицироваться онколитического вируса, коди-
рующего антитело к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 
или связывающий фрагмент указанного антитела) для экспрессии на поверхности раковой клетки, на-
пример, при условии, что если указанный вирус представляет собой способный реплицироваться онко-
литический аденовирус, то: содержащийся в нем трансген или трансгены находятся под контролем экзо-
генного промотора, и/или вирус не кодирует белок В7 или его активный фрагмент. 

Таким образом, предложен неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор или 
способный реплицироваться онколитический вирус, кодирующий антитело к TCR или связывающий 
фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного анти-
тела) для экспрессии на поверхности раковой клетки, для применения при лечении рака, например, при 
условии, что если указанный вирус представляет собой способный реплицироваться онколитический 
аденовирус, то: трансген или трансгены в нем находятся под контролем экзогенного промотора, и/или 
вирус не кодирует белок В7 или его активный фрагмент. 

В одном варианте реализации предложен неспособный реплицироваться онколитический вирусный 
вектор или способный реплицироваться онколитический вирус, кодирующий антитело к TCR или связы-
вающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанно-
го антитела) для экспрессии на поверхности раковой клетки, для производства лекарственного средства 
для лечения рака, например, при условии, что если указанный вирус представляет собой способный реп-
лицироваться онколитический аденовирус, то содержащийся в нем трансген или трансгены находятся 
под контролем экзогенного промотора, и/или вирус не кодирует белок В7 или его активный фрагмент. 

В независимом аспекте предложен неспособный реплицироваться онколитический вирусный век-
тор или способный реплицироваться онколитический вирус, кодирующий антитело к TCR или связы-
вающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанно-
го антитела) для экспрессии на поверхности раковой клетки. 

Таким образом, в третьем аспекте предложен неспособный реплицироваться онколитический ви-
русный вектор или способный реплицироваться онколитический вирус, кодирующий антитело к TCR 
или связывающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент 
указанного антитела) для экспрессии на поверхности раковой клетки, например, при условии, что если 
указанный вирус представляет собой способный реплицироваться онколитический аденовирус, то: со-
держащийся в нем трансген или трансгены находятся под контролем экзогенного промотора, и/или вирус 
не кодирует белок В7 или его активный фрагмент. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию указанный вирус способен реплици-
роваться. В одном варианте реализации согласно настоящему описанию вирус представляет собой не-
способный реплицироваться онколитический аденовирус. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию из вирусного вектора, который не-
способен реплицироваться, например, удален частично или полностью ген, необходимый для реплика-
ции вируса, такой как область E1 в аденовирусах. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию вирус или вирусный вектор аттенуи-
рован. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию онколитический вирус или вирусный 
вектор выбран из аденовируса (такого как Ad5, Ad3, Ad11, Ad11/Ad3 и Ad5/3), вируса простого герпеса 
(такого как HSV-1), реовируса, вируса коровьей оспы, вируса долины Сенека, вируса Коксаки, вируса 
Мараба, вируса кори, вируса везикулярного стоматита и вируса ньюкаслской болезни, включая их мути-
рованные версии, варианты или производные, содержащие трансген. 

В одном варианте реализации вирус или вирусный вектор выбран из группы, включающей онкорин 
(H101), талимоген, реолизин, пексастимоген девацирепвек (JX-594), каватак, сепрегвир, CGTG-102, MV-
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NIS, PV701, CL-ONC1, CG0070 и энаденотуцирев (EnAd), включая их мутированные версии, варианты 
или производные, содержащие трансген. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию указанный онколитический вирус 
представляет собой аденовирус, например, вирус группы В, такой как Ad11, в частности, EnAd. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию онколитический вирус не является 
аденовирусом, например, не является аденовирусом группы В, например, не является Ad11, в частности, 
не является EnAd. 

В одном варианте реализации антитело к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела 
специфичны к белкам TCR альфа, бета, гамма или дельта, которые непосредственно участвуют в связы-
вании антигена, или к их комбинации, например, антитело к бета-цепи TCR. 

В одном варианте реализации антитело к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела 
специфичны к CD3 дельта, эпсилон, гамма или к их комбинации, в частности, специфичны к CD3 эпси-
лон. 

В одном варианте реализации связывающий домен содержит VH и VL из антитела муромонаба-
CD3 (также известного как OKT3), отеликсизумаба (также известного как TRX4), теплизумаба (также 
известного как hOKT3γ1 (Ala-Ala)) или визилизумаба. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию, когда способный реплицироваться 
вирус представляет собой аденовирус, связывающий домен агонистического антитела к TCR или связы-
вающий фрагмент указанного антитела не содержит VH и VL из антитела муромонаба-CD3 (также из-
вестного как OKT3), отеликсизумаба (также известного как TRX4), теплизумаба (также известного как 
hOKT3γ1(Ala-Ala)) или визилизумаба. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию онколитический вирус или вирусный 
вектор кодирует дополнительный трансген, например, дополнительный трансген, кодирующий белок, 
выбранный из группы, включающей цитокин, хемокин, молекулу антагонистического антитела или ее 
фрагмент, молекулу агонистического антитела или ее фрагмент, фермент, иммуномодулятор и их комби-
нации. 

В одном варианте реализации дополнительный трансген кодирует антитело или связывающий 
фрагмент указанного антитела. 

Связывающий фрагмент антитела, который может кодироваться онколитическим вирусом или ви-
русным вектором согласно настоящему описанию, в одном варианте реализации независимо выбран из 
Fab, модифицированного Fab, Fab', модифицированного Fab', F(ab')2, Fv, однодоменных антител, scFv, 
би-, три- или тетравалентных антител, бис-scFv, диател, триател, тетрател, стабилизированных дисуль-
фидом форм любого из указанных антител и их связывающих эпитоп фрагментов, в частности, scFv. 

В одном варианте реализации кодируемое антитело представляет собой полноразмерное антитело. 
В одном варианте реализации согласно настоящему описанию дополнительный трансген кодирует 

антитело или связывающий фрагмент, который активирует Т-клетки, например, представляет собой аго-
нист, который стимулирует передачу сигналов Т-клеток, такой как антитело или связывающий фрагмент 
антитела, специфичного к CD28, в частности, агонист, специфичного к CD28. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию кодируемый цитокин выбран из 
группы, включающей IL-2, IFN-альфа, IFN-бета, IFN-гамма, лиганд Flt3, GM-CSF, IL-15, IL-12 и комби-
нации перечисленных цитокинов. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию дополнительный трансген кодирует 
секретируемый или связанный с мембраной цитокин. 

Термин "цитокин", используемый в данной заявке, означает низкомолекулярные белки, которые 
могут регулировать природу, интенсивность и продолжительность иммунного ответа путем связывания 
со специфичными рецепторами на целевых клетках и оказания различного влияния на лимфоциты и/или 
другие клетки. В данной заявке термин цитокин включает секретируемые варианты лигандов или рецеп-
торов поверхности клетки, включая слитые белки (например, молекулы, слитые с Fc-доменом иммуног-
лобулина). 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию указанный кодируемый цитокин вы-
бран из суперсемейства TNF-альфа (TNFRSF включает TNF-альфа, TNF-C, OX40L, CD154, FasL, LIGHT, 
TL1A, CD70, Siva, CD153, лиганд 4-1ВВ, TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, BAFF, CAMLG, NGF, BDNF, 
NT-3, NT-4, лиганд GITR, EDA-A, EDA-A2), суперсемейства TGF-бета, семейства IL-1 (т.е. IL-1 и IL-8), 
семейства IL-2, семейства IL-10, семейства IL-17, семейства интерферона. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию хемокин выбран из группы, вклю-
чающей MIP-1-альфа, IL-8, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13, CXCL12, 
CCL2, CCL19, CCL21 и комбинации перечисленных хемокинов. 

В одном варианте реализации указанные дополнительные трансгены кодируют первое антитело или 
связывающий фрагмент указанного антитела и второе антитело или связывающий фрагмент указанного 
антитела, называемые в данной заявке комбинацией антитело/антитело. 

В одном варианте реализации дополнительный трансген или трансгены кодируют антитело или 
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связывающий фрагмент указанного антитела и цитокин, называемые в данной заявке комбинацией анти-
тело/цитокин. 

В одном варианте реализации дополнительный трансген или трансгены кодируют первый цитокин 
и второй цитокин, называемые в данной заявке комбинацией цитокин/цитокин. 

В одном варианте реализации дополнительный трансген или трансгены кодируют первый хемокин 
и второй хемокин, называемые в данной заявке комбинацией хемокин/хемокин. 

В одном варианте реализации дополнительный трансген или трансгены кодируют хемокин и цито-
кин, называемые в данной заявке комбинацией цитокин/хемокин. 

Если присутствует множество трансгенов, то один, как правило, будет кодировать одну молекулу, 
такую как цитокин или антитело и т.д., и отличный ген будет кодировать другую молекулу, например 
хемокин или антитело и т.д. 

В одном варианте реализации согласно настоящему описанию онколитический вирус или вирусный 
вектор кодирует комбинацию цитокин/хемокин, например, MIP-1α и Flt3 или MIP-1α и IFNα. 

В одном варианте реализации антитело к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела со-
держит по меньшей мере связывающий домен, содержащий области VH и VL из муромонаба-CD3 
(OKT3), вариабельные области которого представлены в последовательностях SEQ ID NO: 1 и 2 и вари-
ант одноцепочечного Fv которого представлен в последовательности SEQ ID NO: 3, отеликсизумаба, 
теплизумаба (вариабельные области которого представлены в последовательностях SEQ ID NO: 6 и 7) 
или визилизумаба. 

В одном варианте реализации трансген, кодируемый вирусом, например, антитело к TCR или свя-
зывающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указан-
ного антитела), содержит трансмембранный домен или GPI-якорь. 

В одном варианте реализации антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела 
экспрессируется только на поверхности, то есть не экспрессируется в виде секретируемого белка. 

В одном варианте реализации комбинацию трансмембранного домена и сигнальной последователь-
ности секреции используют для экспрессии белка, кодируемого вирусом (например, описанным в данной 
заявке), на поверхности инфицированной раковой клетки. Авторы настоящего изобретения показали, что 
кодируемые белки экспрессируются только на клетках, которые позволяют инфицирование вирусом, т.е. 
на раковых клетках. 

В одном варианте реализации фрагмент, используемый для экспрессии белка на поверхности инфи-
цированной раковой клетки (такой как трансмембранный (ТМ) фрагмент), выбран из группы, включаю-
щей последовательности ТМ домена (минимальные участки), приведенные в SEQ ID NO: 10, 11, 12, 13 
или 14. 

 
В одном варианте реализации трансмембранный домен получен из белка В7. 
В одном варианте реализации онколитический вирус или вирусный вектор согласно настоящему 

описанию, в частности, способный реплицироваться аденовирус, такой как Ad11 или EnAd, не кодирует 
ни белок В7, ни его активный фрагмент. 

Краткое описание фигур 

На фиг. 1 показано изображение Т-клеточного рецептора (пример с альфа-бета цепями распознава-
ния антигена). 

На фиг. 2 показано схематическое изображение кассет трансгенов для вирусов, экспрессирующих 
CD80 человека (фиг. 2А), коэкспрессирующих IFNα человека и CD80 человека (фиг. 2В), коэкспресси-
рующих scFv OKT3 и CD80 человека (фиг. 2С), коэкспрессирующих Flt3L человека, MIP-1α человека и 
IFNα человека (фиг. 2D), коэкспрессирующих Flt3L человека, MIP-1α человека и CD80 человека (фиг. 
2Е), коэкспрессирующих IFNα человека, MIP-1α человека и CD80 человека (фиг. 2F), и схематическое 
изображение открытой рамки считывания (ОРС) или scFv OKT3 (фиг. 2G). 

На фиг. 3 показано схематическое изображение кассет трансгенов NG-348A (фиг. 3А), NG-420 (фиг. 
3В) и NG-420A (фиг. 3С). 

На фиг. 4 показан высокий уровень экспрессии CD80 через 48 ч на поверхности опухолевых клеток 
А549, инфицированных либо вирусом NG-347, либо вирусом NG-348, но низкий уровень или отсутствие 
экспрессии CD80 после инфекции EnAd. 

На фиг. 5 показан высокий уровень экспрессии CD80 через 48 ч на поверхности опухолевых клеток 
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DLD-1, инфицированных вирусами NG-348, но низкий уровень или отсутствие экспрессии CD80 после 
инфекции EnAd. 

На фиг. 6 показана экспрессия CD80 на EpCam+ клетках А549, инфицированных NG-348 и совме-
стно культивированных с CD3+ Т-клетками человека, но не в случае инфицирования EnAd. 

На фиг. 7. Показана повышенная экспрессия CD25 на CD3+ Т-клетках человека после совместного 
культивирования с инфицированными NG-348 клетками А549, но не в случае инфицирования EnAd (фиг. 
7А), при этом как процент CD25+ клеток (фиг. 7В), так и уровень экспрессии CD25 на клетке (фиг. 7С) 
был повышен. 

На фиг. 8 показана повышенная экспрессия CD25 как на CD4+, так и на CD4- (главным образом, 
CD8) субпопуляциях CD3+ Т-клеток человека после совместного культивирования с инфицированными 
NG-348 клетками А549, но не в случае инфицирования EnAd. 

На фиг. 9 показан низкий уровень экспрессии HLA-DR на CD3+ Т-клетках человека после совмест-
ного культивирования с клетками А549, инфицированными NG-348 или EnAd. 

На фиг. 10 показана индукция экспрессии CD107а на поверхности живых CD3+ T-клеток после со-
вместного культивирования с инфицированными NG-348 клетками А549, но не в случае инфицирования 
EnAd. 

На фиг. 11 показана индукция экспрессии CD107а на поверхности обеих CD4+ и CD4-субпопуляций 
CD3+ Т-клеток после совместного культивирования с инфицированными NG-348 клетками А549, но не в 
случае инфицирования EnAd. 

На фиг. 12 показана индукция продукции IL-2 (фиг. 12А) и IFNγ (фиг. 12В) CD3+ Т-клетками после 
совместного культивирования с инфицированными NG-348 клетками А549, но отсутствие IL-2 и лишь 
низкие уровни IFNγ в случае инфицирования EnAd. 

На фиг. 13 показана индукция продукции IFNγ как CD4+ (фиг. 13А), так и CD8+ (фиг. 13В) CD3+ Т-
клетками после совместного культивирования с инфицированными NG-348 клетками А549, но отсутст-
вие (CD4+ клетки) или низкая продукция (CD8+ клетки) IFNγ в случае инфицирования EnAd. 

На фиг. 14 показана репликация генома и экспрессия гена гексона (уровни мРНК) для EnAd, NG-
347 и NG-348 в клетках фибробластов MRC-5 по сравнению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 15 показана экспрессия трансгенной мРНК CD80 и scFv к CD3 и трансгенного белка CD80 
(проточная цитометрия) для вируса NG-348 в клетках фибробластов MRC-5 по сравнению с опухолевы-
ми клетками А549. 

На фиг. 16 показана трансгенная мРНК CD80 и трансгенный белок CD80 для вируса NG-347 в клет-
ках фибробластов MRC-5 по сравнению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 17 показаны уровни мРНК и секретируемых белков MIP-1α и IFNα, образованных вирусом 
NG-347 в клетках фибробластов MRC-5 по сравнению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 18 показана репликация генома и экспрессия гена гексона (уровни мРНК) для EnAd, NG-
347 и NG-348 в очищенных культурах Т-клеток человека. 

На фиг. 19 показана экспрессия трансгенной мРНК и белка CD80 и scFv к CD3 (проточная цитомет-
рия) для вируса NG-348 в Т-клетках человека по сравнению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 20 показана трансгенная мРНК CD80 и трансгенный белок CD80 для вируса NG-347 в очи-
щенных Т-клетках человека по сравнению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 21 показана трансгенная мРНК IFNα и MIP-1α, полученная с помощью вируса NG-347 в Т-
клетках по сравнению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 22 показана репликация генома NG-347 и NG-348 и экспрессия гена гексона мононуклеар-
ными клетками периферической крови (МКПК) человека по сравнению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 23 показана мРНК CD80 и scFv к CD3, образованная вирусом NG-348 в МКПК по сравне-
нию с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 24 показана мРНК CD80, IFNα и MIP-1α, образованная вирусом NG-347 в МКПК по срав-
нению с опухолевыми клетками А549. 

На фиг. 25 показана сходная активация дендритных клеток человека вирусными частицами EnAd, 
NG-347 и NG-348, которую измерили по снижению экспрессии CD14 и повышению экспрессии CD80 на 
поверхности клеток. 

На фиг. 26 показана сходная опосредованная частицами секреция белков MIP-1α и IFNα из МКПК, 
культивированных с NG-348 (А) или NG-347 (В) по сравнению с EnAd. 

На фиг. 27 показана репликация генома NG-347 или NG-348 в совместных культурах Т-клеток или 
МКПК с клетками фибробластов MRC-5 по сравнению с совместными культурами с опухолевыми клет-
ками А549. 

На фиг. 28 показан INFγ, секретируемый МКПК или Т-клетками, совместно культивированными с 
клетками фибробластов MRC-5 по сравнению с опухолевыми клетками А549 и обработанными вирусом 
EnAd или NG-348. 

На фиг. 29 показаны MIP1α и IFNα, секретируемые дендритными клетками человека, обработан-
ными вирусными частицами EnAd, NG-347 или NG-348. 
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На фиг. 30 показана активация репортерного гена NF-κВ И IFN в репортерных Т-клетках JurkatDual, 
совместно культивированных с инфицированными EnAd, NG-347 или NG-348 опухолевыми клетками 
А549. 

На фиг. 31 показана репортерная активность NF-κВ-люциферазы, продуцированная репортерными 
Т-клетками JurkatDual, совместно культивированными с обработанными EnAd, NG-347, NG-348 или NG-
420 опухолевыми клетками А549 НСТ-116, DLD и НТ29. 

На фиг. 32 показана репортерная активность NF-κВ-люциферазы, продуцированная клетками Jur-
katDual, совместно культивированными с любыми из опухолевых клеток А549 или НТ29, инфицирован-
ных вирусом NG-348 и вирусом NG-420, как функция от добавленных вирусных частиц. 

На фиг. 33 показана фармакокинетика вируса EnAd и NG-348 в крови; уровни цитокинов в крови 
после воздействия вируса EnAd или NG-348; биораспределение по тканям вирусов EnAd или NG-348 
через 6 или 24 ч после внутривенного (в/в) введения мышам CD1. 

На фиг. 34 показана фармакокинетика в крови вирусов EnAd, NG-347 и NG-348 после в/в введения 
мышам CB17-SCID, несущим подкожный ксенотрансплантат опухоли НСТ-116. 

На фиг. 35 показано распределение по тканям вирусов EnAd, NG-347 и NG-348 через 6 ч после 
внутривенного введения дозы несущим опухоль мышам СВ17-SCID, и геномы вируса в ксенотрансплан-
татах опухоли НСТ-116 в день 7 и дни 14-21 после внутривенного или внутриопухолевого введения дозы 
EnAd, NG-347 и NG-348. 

На фиг. 36 показана мРНК гексона вируса, продуцированная в ксенотрансплантатах опухоли НСТ-
116 вирусами EnAd, NG-347 или NG-348 в день 7 или через 14 - 21 день после внутривенного или внут-
риопухолевого введения дозы. 

На фиг. 37 показаны уровни мРНК гексона и трансгена CD80 в ксенотрансплантатах опухоли НСТ-
116 через 7 или 21 день после внутривенного введения дозы вируса NG-348. 

На фиг. 38 показаны уровни мРНК трансгенов, кодирующих scFv к CD3 и CD80, в ксенотрансплан-
татах опухоли НСТ-116 через 7 или 14-21 день после в/в введения дозы вируса NG-348. 

На фиг. 39 показаны уровни мРНК трансгенов MIP-1α и IFNα в ксенотрансплантатах опухоли НСТ-
116 через 7 или 14-21 день после внутривенного введения дозы вируса NG-347. 

На фиг. 40 показана экспрессия белка CD80 в ксенотрансплантатах опухоли НСТ-116 через 7 и 21 
день после внутривенного введения дозы вируса NG-348; и показана экспрессия белка MIP-1α и CD80 в 
опухолях НСТ-116 после внутривенного введения дозы вируса NG-347. 

На фиг. 41 показана повышенная экспрессия CD69 на большем количестве CD3+ Т-клеток человека 
после совместного культивирования с инфицированными NG-347 клетками А549, чем в случае инфици-
рования EnAd. 

На фиг. 42 показана индукция продукции IFNγ CD3+ Т-клетками человека после совместного куль-
тивирования с инфицированными NG-347 клетками А549, но не в случае инфицирования EnAd. 

На фиг. 43 показана сравнимая онколитическая эффективность (фиг. 43) и инфицирующая способ-
ность (фиг. 43, таблица) EnAd и вирусов NG-348 в анализе цитотоксичности НТ-29. 

На фиг. 44 показан сигнальный путь суперсемейства TNF, взятый из Nature Reviews Immunology 3, 
745-756 (сентябрь 2003 г.). 

На фиг. 45-53 показаны различные последовательности аминокислот и полинуклеотидные последо-
вательности. 

Краткое описание перечня последовательностей 

В настоящей заявке содержится 119 последовательностей, представленных в сопроводительном пе-
речне последовательностей. 

SEQ ID NO: 1. Последовательность аминокислот области VH антитела OKT3. 
SEQ ID NO: 2. Последовательность аминокислот области VH антитела OKT3. 
SEQ ID NO: 3. Последовательность аминокислот конструкции scFv содержит VH и VL OKT3. 
SEQ ID NO: 4. Последовательность аминокислот заякоренного в мембрану варианта scFv с после-

довательностью SEQ ID NO: 3. 
SEQ ID NO: 5. Последовательность аминокислот, представленная в SEQ ID NO: 4, с меткой V5. 
SEQ ID NO: 6. Последовательность аминокислот VH теплизумаба. 
SEQ ID NO: 7. Последовательность аминокислот VL теплизумаба. 
SEQ ID NO: 8. Последовательность аминокислот тяжелой цепи теплизумаба. 
SEQ ID NO: 9. Последовательность аминокислот легкой цепи теплизумаба. 
SEQ ID NO: 10. Последовательность аминокислот PDGFR, рецептора А. 
SEQ ID NO: 11. Последовательность аминокислот PDGFR, рецептора В. 
SEQ ID NO: 12. Последовательность аминокислот инсулиноподобного фактора роста 1. 
SEQ ID NO: 13. Последовательность аминокислот IL-6R. 
SEQ ID NO: 14. Последовательность аминокислот CD28. 
SEQ ID NO: 15. Последовательность аминокислот ТМ домена PDGFR. 
SEQ ID NO: 16. Последовательность аминокислот метки c-myc. 
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SEQ ID NO: 17. Последовательность аминокислот метки c-myc со спейсерами. 
SEQ ID NO: 18. Последовательность аминокислот ТМ домена PDGFR с N-концевой меткой c-

myc. SEQ ID NO: 19 Последовательность аминокислот лидерной последовательности VH человека 
HuVH. 

SEQ ID NO: 20. Последовательность аминокислот линкера. 
SEQ ID NO: 21. Полинуклеотидная последовательность генома EnAd. 
SEQ ID NO: с 22 по 30. Последовательность аминокислот шарнирного линкера. 
SEQ ID NO: с 31 по 70. Последовательность аминокислот гибкого линкера. 
SEQ ID NO: с 71 по 86. Последовательность аминокислот линкера. 
SEQ ID NO: 87. Полинуклеотидная последовательность области Е2В генома EnAd (BP 10355-5068). 
SEQ ID NO: 88. Полинуклеотидная последовательность некодирующей области, подходящей для 

включения в ВХ. 
SEQ ID NO: 89. Полинуклеотидная последовательность некодирующей области, подходящей для 

включения в BY. 
SEQ ID NO: 90 и 91. Полинуклеотидная последовательность акцептора сплайсинга. 
SEQ ID NO: 92. Полинуклеотидная последовательность, содержащая инициирующий кодон. 
SEQ ID NO: 93. Полинуклеотидная последовательность IRES. 
SEQ ID NO: 94. Последовательность аминокислот самоотщепляющегося с высокой эффективно-

стью пептида Р2А. 
SEQ ID NO: 95. Последовательность аминокислот самоотщепляющегося с высокой эффективно-

стью пептида F2A. 
SEQ ID NO: 96. Последовательность аминокислот самоотщепляющегося с высокой эффективно-

стью пептида Е2А. 
SEQ ID NO: 97. Последовательность аминокислот самоотщепляющегося с высокой эффективно-

стью пептида Т2А. 
SEQ ID NO: 98. Последовательность аминокислот CD80 человека. 
SEQ ID NO: 99. Полинуклеотидная последовательность полиаденилирования (последовательность 

позднего поли(А) SV40). 
SEQ ID NO: 100. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-348. 
SEQ ID NO: 101. Последовательность аминокислот метки V5. 
SEQ ID NO: 102. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-348A. 
SEQ ID NO: 103. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-420. 
SEQ ID NO: 104. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-420A. 
SEQ ID NO: 105. Последовательность аминокислот интерферон-а человека. 
SEQ ID NO: 106. Последовательность аминокислот растворимого лиганда Flt3 человека. 
SEQ ID NO: 107. Последовательность аминокислот воспалительного белка макрофагов человека 1а 

(изоформа LD78b). 
SEQ ID NO: 108. Последовательность аминокислот заякоренной в мембрану формы одноцепочеч-

ного Fv CD3 человека. 
SEQ ID NO: 109. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-330. 
SEQ ID NO: 110. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-343. 
SEQ ID NO: 111. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-345. 
SEQ ID NO: 112. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-346. 
SEQ ID NO: 113. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-347. 
SEQ ID NO: 114. Полинуклеотидная последовательность области E3 из EnAd. 
SEQ ID NO: 115. Полинуклеотидная последовательность некодирующей области, подходящей для 

включения в BY. 
SEQ ID NO: 116. Полинуклеотидная последовательность генома вируса NG-348. 
SEQ ID NO:117. Полинуклеотидная последовательность связанного с мембраной OKT3-scFv. 
SEQ ID NO: 118. Полинуклеотидная последовательность кассеты трансгенов из NG-348. 
SEQ ID NO:119. Полинуклеотидная последовательность полностью синтетического генома EnAd с 

включенным сайтом клонирования для встраивания кассеты трансгенов, как в плазмиде pEnAd2.4. 
Подробное описание изобретения 

Т-клетки в окружении рака включают Т-клетки внутри опухоли и Т-клетки вблизи опухоли, напри-
мер, Т-клетки снаружи опухоли, но способные сцепляться с опухолью или раковой клеткой, в частности, 
физически сцепляться с опухолью или раковой клеткой. 

Существуют доказательства, позволяющие предположить, что Т-клетки проникают в опухоли, и 
после того, как они оказались внутри, они инактивируются. Преимуществом способа согласно настоя-
щему описанию является способность активировать Т-клетки внутри опухоли. В одном варианте реали-
зации Т-клетки внутри опухоли активируются онколитическим вирусом или вирусным вектором соглас-
но настоящему описанию. 

В одном варианте реализации последовательность трансмембранного соединения или якоря, ис-
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пользуемая в настоящем описании, содержит ТМ домен PDGFR (например, ala513-arg561), такой как 
представленный в последовательности SEQ ID NO: 15. 

В одном варианте реализации последовательность соединения или якоря, используемая в настоя-
щем описании, содержит метку, присоединенную к рецептору PDGF или его фрагменту, такому как ТМ 
домен PDGFR. Подходящие метки включают His-метки, Flag-метки, метку c-myc и тому подобные мет-
ки. В частности, используемое соединение или якорь может включать метку c-myc, например, с последо-
вательностью SEQ ID NO: 16 EQKLISEEDL, за которой следует ТМ домен PDGFR, для ala513-arg561, 
такой как представленный в последовательности SEQ ID NO: 15. 

В одном варианте реализации метка c-myc содержит спейсер или аминокислоты спейсера на 3'- 
и/или 5'-конце, например, представленный в последовательности SEQ ID NO: 17 

 
В одном варианте реализации используемая последовательность соединения или якоря представле-

на в последовательности SEQ ID NO: 18. 
Как правило, белок/полипептид, к которому присоединена последовательность соединения или 

якорь, не содержит стоп-кодон. 
В одном варианте реализации лидерная последовательность для белка, который будут экспрессиро-

вать на поверхности раковой клетки, принадлежит человеку, например, лидерная последовательность VH 
человека (HuVH) (SEQ ID NO: 19). 

В одном варианте реализации структура кассеты ОРС такая, как описано далее 

 
где LS представляет собой лидерную последовательность, например, лидерную последовательность 

человека; 
POLY представляет собой полинуклеотид, кодирующий интересующий полипептид или белки, в 

частности, описанные в данной заявке; 
TAG представляет собой метку, например, описанную в данной заявке, такую как c-myc, в частно-

сти, описанную в данной заявке; 
TMD представляет собой ТМ домен, например, ТМ домен PDGFR, также описанный в данной заяв-

ке. 
Если указанный полипептид представляет собой scFv, то ОРС может быть такой, как описано далее 

 
где LS представляет собой лидерную последовательность, например, лидерную последовательность 

человека; 
VAR1 представляет собой полинуклеотид, кодирующий вариабельную область, такую как область 

VH; LINK представляет собой линкер, например, описанный в данной заявке, такой как линкер на основе 
единиц G4S, в частности, с последовательностью SEQ ID NO: 20 

 
VAR2 представляет собой полинуклеотид, кодирующий вариабельную область, такую как область 

VL; 
TAG представляет собой метку, например, описанную в данной заявке, такую как c-myc, в частно-

сти, с последовательностью, описанной в данной заявке; 
TMD представляет собой ТМ домен, например, ТМ домен PDGFR, например, с последовательно-

стью, описанной в данной заявке. 
В объем настоящего описания также входят варианты реализации, в частности, конкретно описан-

ные в данной заявке, которые содержат метку на N- или С-концах полипептидных цепей, так что она на-
ходится внутри или снаружи мембраны. Таким образом, С-концевая метка, расположенная внутри мем-
браны, предпочтительна, так как она, вероятно, не препятствует связыванию или функционированию 
полипептида. 

Альтернативные способы применения трансмембранных доменов для экспрессии белков на по-
верхности инфицированной раковой клетки включают подходы с применением гликофосфолипидного 
якоря (также называемого GPI-якорем), присоединенного к С-концевой аминокислоте внеклеточного 
белка или его фрагмента (Low и др. 1986, Cross 1987, Low и Saltiel 1988, Ferguson и William 1988). Из-
вестные гликофосфолипидные якори включают таковые из Thy-1, N-CAM и DAF. 

В одном варианте реализации комбинацию трансмембранного домена и сигнальной последователь-
ности секреции используют для экспрессии белка, кодируемого вирусом (например, описанным в данной 
заявке), на поверхности инфицированной раковой клетки. Авторы настоящего изобретения показали, что 
кодируемые белки экспрессируются только на клетках, которые позволяют инфицирование онколитиче-
ским вирусом, т.е., на раковых клетках. 

В одном варианте реализации фрагмент, используемый для экспрессии белка на поверхности инфи-
цированной раковой клетки (такой как трансмембранный фрагмент), выбран из группы, включающей 
последовательности ТМ домена (минимальные участки), приведенные в последовательностях SEQ ID 
NO: с 10 по 15 (или с 10 по 14). 
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В одном варианте реализации трансмембранный домен из CD80 или CD86 используют для экспрес-
сии белка на поверхности раковой клетки. 

В одном варианте реализации фрагмент, используемый для экспрессии белка на поверхности инфи-
цированной раковой клетки (такой как трансмембранный фрагмент), выбран из приблизительно от 20 до 
25 гидрофобных аминокислот, которые образуют трансмембранную альфа-спираль, например, из белков, 
включающих рецептор PDGF, рецептор инсулиноподобного фактора роста, рецептор IL-6, CD28, глико-
форин, рецептор LDL, белок гемагглютинин (НА) вируса гриппа, рецептор инсулина, рецептор асиалог-
ликопротеина, рецептор трансферрина. 

В одном варианте реализации используемый трансмембранный домен получен из сопряженного с 
G-белком рецептора или антигена S из вируса гепатита В. 

В одном варианте реализации слитый белок, содержащий полноразмерный внеклеточный домен 
белка В7 или его фрагмента, а также трансмембранный домен, полученный из белка, отличного от В7, 
устроен таким образом, что белок В7 расположен на конце слитого белка, удаленном от поверхности 
раковой клетки, то есть, снаружи раковой клетки, обращенный во внеклеточное пространство. 

Наличие последовательности ДНК, кодирующей В7 или его активный фрагмент, под контролем эн-
догенного промотора также является преимуществом, так как белок экспрессируется в соответствии с 
жизненным циклом вируса, в противоположность конститутивной экспрессии. В данной ситуации не-
прерывная экспрессия под контролем экзогенного промотора, например, сильного промотора, такого как 
промотор CMV, может продуцировать больше белка В7, чем это необходимо для терапевтического дей-
ствия, и приводить к побочным эффектам. 

В одном варианте реализации онколитический вирус согласно настоящему описанию представляет 
собой аденовирус, например, аденовирус группы В. В одном варианте реализации вирус согласно на-
стоящему описанию представляет собой химерный вирус, например, EnAd. В одном варианте реализа-
ции аденовирус способен реплицироваться. 

В одном варианте реализации онколитический вирус способен реплицироваться, например, облада-
ет способностью реплицироваться. 

Термин "способный реплицироваться", используемый в данной заявке, относится к вирусу, который 
может реплицироваться в клетке-хозяине. В одном варианте реализации в объем термина "способный 
реплицироваться" входят способные к репликации и селективно реплицирующиеся вирусы. 

Предполагается, что термин "способный реплицироваться", используемый в данной заявке означает 
онколитический вирус, который способен реплицироваться в клетке человека, такой как раковая клетка, 
без какой-либо дополнительной комплементации, которая необходима вирусам дикого типа, например, 
не полагаясь на неполноценный клеточный аппарат. 

Предполагается, что термин "селективно реплицируемый" или "селективная репликация", исполь-
зуемый в данной заявке, означает онколитический вирус, который способен реплицироваться в раковых 
клетках, используя элемент, который специфичен для указанных раковых клеток или экспрессия которо-
го в них повышена, например, неполноценный клеточный аппарат, например, с мутацией в p53, что по-
зволяет некоторую степень селективности над здоровыми/нормальными клетками. 

"Способный реплицироваться онколитический вирус" представляет собой способный реплициро-
ваться вирус, который преимущественно инфицирует раковые клетки. То есть, они селективны по отно-
шению к опухоли в том, что предпочтительнее инфицируют опухолевые клетки, чем неопухолевые клет-
ки. EnAd представляет собой пример способного реплицироваться вируса. 

В одном варианте реализации указанный вирус неспособен реплицироваться и предложен в виде 
вирусного вектора. Для вирусных векторов требуется пакующая клетка или помощник, который предос-
тавит комплементарный ген, чтобы позволить репликацию. 

Неспособный реплицироваться онколитический вирусный вектор, используемый в данной заявке, 
относится к неспособному реплицироваться вирусу, который предпочтительно инфицирует раковые 
клетки. То есть, они селективны по отношению к опухоли, инфицируя предпочтительнее опухолевые 
клетки, чем неопухолевые клетки, например, вирусный вектор получают из способного реплицироваться 
онколитического вируса путем делеции гена, необходимого для репликации. 

В одном варианте реализации неспособные реплицироваться онколитические вирусные векторы со-
гласно настоящему описанию. 

В одном варианте реализации ген, кодирующий антитело к TCR или связывающий фрагмент ука-
занного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела) располо-
жен между стоп-кодоном и сайтом распознавания поли(А) гена L5 аденовируса и стоп-кодоном и сайтом 
распознавания поли(А) гена Е4. 

В одном варианте реализации ген, кодирующий антитело к TCR или связывающий фрагмент ука-
занного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела) располо-
жен между парами оснований приблизительно 29356 и приблизительно 29357 генома EnAd, например, 
как показано в последовательности SEQ ID NO: 21, или в положении, эквивалентном указанному. Для 
специалиста должно быть очевидно, что абсолютное числовое значение положения может изменяться в 
зависимости от способа нумерации. 
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Компонент, представляющий собой антитело к CD3, способствует стимуляции Т-клеток in vivo, на-
пример, Т-клеток в окружении раковой клетки, чтобы нацелить их на раковые клетки. 

Термин "иммуномодулятор", используемый в данной заявке, означает модулятор иммунного отве-
та. Функция иммуномодуляторов состоит в регулировке иммунного ответа до желательного уровня, как 
при иммунопотенциировании, подавлении иммунитета или индукции иммунологической толерантности. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой антитело или связывающий 
фрагмент антитела (в частности, ингибиторное антитело или связывающий фрагмент указанного антите-
ла), специфичного к мишени, выбранной из группы, включающей CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, VISTA, 
B7-H3, B7-H4, HVEM, ILT-2, ILT-3, ILT-4, TIM-3, LAG-3, BTLA, LIGHT или CD160, например, CTLA-4, 
PD-1, PD-L1 и PD-L2. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой антитело или связывающий 
фрагмент антитела (в частности, ингибиторное антитело или связывающий фрагмент указанного антите-
ла), специфичного к мишени, выбранной из группы, включающей CD16, CD25, CD33, CD332, CD127, 
CD31, CD43, CD44, CD162, CD301a, CD301b и галектин-3. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой антитело или связывающий 
фрагмент антитела, специфичного к мишени, выбранной из группы, включающей: FLT-3, лиганд FLT-3, 
TLR, лиганды TLR, CCR7, CD1a, CD1c, CD11b, CD11c, CD80, CD83, CD86, CD123, CD172a, CD205, 
CD207, CD209, CD273, CD281, CD283, CD286, CD289, CD287, CXCR4, лиганд GITR, IFN-α2, IL-12, IL-
23, ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT7, рецептор TSLP, CD141, CD303, CADM1, CLEC9a, XCR1 и CD304. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой антитело или связывающий 
фрагмент антитела, специфичного к мишени, выбранной из группы, включающей ОХ40, лиганд ОХ40, 
CD27, CD28, CD30, CD40, лиганд CD40, CD70, CD137, GITR, 4-1BB, ICOS и лиганд ICOS, например, 
CD40 и лиганд CD40. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой связанный с мембраной бел-
ковый лиганд для рецепторов на поверхности иммунной клетки, выбранный из группы, включающей 
CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, VISTA, B7-H3, В7-Н4, HVEM, ILT-2, ILT-3, ILT-4, TIM-3, LAG-3, BTLA, 
LIGHT или CD160, например, CTLA-4, PD-1, PD-L1 и PD-L2. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой связанный с мембраной бел-
ковый лиганд для рецепторов на поверхности иммунной клетки, выбранный из группы, включающей 
CD16, CD25, CD33, CD332, CD127, CD31, CD43, CD44, CD162, CD301a, CD301b и галектин-3. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой связанный с мембраной бел-
ковый лиганд для рецепторов на поверхности иммунной клетки, выбранный из группы, включающей: 
FLT-3, лиганд FLT-3, TLR, лиганды TLR, CCR7, CD1a, CD1c, CD11b, CD11c, CD80, CD83, CD86, CD123, 
CD172a, CD205, CD207, CD209, CD273, CD281, CD283, CD286, CD289, CD287, CXCR4, лиганд GITR, 
IFN-α2, IL-12, IL-23, ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT7, рецептор TSLP, CD141, CD303, CADM1, 
CLEC9a, XCR1 и CD304. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой связанный с мембраной бел-
ковый лиганд для поверхности иммунной клетки, выбранный из группы, включающей ОХ40, лиганд 
ОХ40, CD27, CD28, CD30, CD40, лиганд CD40, CD70, CD137, GITR, 4-1BB, ICOS и лиганд ICOS, напри-
мер, CD40 и лиганд CD40. 

В одном варианте реализации иммуномодулятор представляет собой антитело или связывающий 
фрагмент антитела, специфичного к мишени, выбранной из группы, включающей IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-
9, IL-12, IL-13, IL-17, IL-18, IL-22, IL-23, IL-24, IL-25, IL-26, IL-27, IL-33, IL-35, интерлейкин-2 (IL-2), IL-
4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-15, IL-21, IL-25, IL-1RA, IFNα, IFNβ, IFNγ, TNFα, TGFβ, лимфотоксин a (LTA) и 
GM-CSF. 

В одном варианте реализации онколитический аденовирус согласно настоящему описанию отвечает 
формуле (I) 

 
где В1 представляет собой связь или включает: Е1А, Е1В или Е1А-Е1В; 
BA представляет собой E2B-L1-L2-L3-E2A-L4; 
B2 представляет собой связь или включает E3 или трансген, например, под контролем эндогенного 

или экзогенного промотора; 
BX представляет собой связь или последовательность ДНК содержащую: сайт рестрикции, один или 

более трансгенов или и то, и другое; 
BB включает L5; 
BY включает трансген, кодирующий белок В7 или его активный фрагмент; и 
B3 представляет собой связь или включает Е4. 
В одном варианте реализации онколитический вирус отвечает формуле (Ia): 

 
где В1 представляет собой связь или включает: Е1А, Е1В или Е1А-Е1В; 
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BA представляет собой E2B-L1-L2-L3-E2A-L4; 
B2 представляет собой связь или включает E3; 
BB включает L5; 
BY включает трансген, кодирующий белок В7 или его активный фрагмент; и 
B3 представляет собой связь или включает Е4. 
В одном варианте реализации геном вируса в конструкциях формул (I) и/или (Ia) получен из Ad11 

или EnAd, в частности, из EnAd. 
В одном варианте реализации трансген, кодирующий антитело к TCR или связывающий фрагмент 

указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела), нахо-
дится под контролем эндогенного промотора, например, главного позднего промотора. 

В одном варианте реализации BY включает кассету трансгенов, указанная кассета содержит транс-
ген, кодирующий белок В7 или его фрагмент, и регуляторный элемент, такой как комбинация регулятор-
ных элементов. 

В одном варианте реализации регуляторный элемент представляет собой акцепторную последова-
тельность сплайсинга. 

В одном варианте реализации регуляторный элемент представляет собой последовательность Ко-
зак. 

В одном варианте реализации, например, когда трансген кодирует полицистронную молекулу РНК, 
регуляторный элемент представляет собой последовательность IRES. 

В одном варианте реализации регуляторная последовательность представляет собой самоотщеп-
ляющуюся с высокой эффективностью последовательность пептида, такого как Р2А, Т2А, F2A, Е2А. 

В одном варианте реализации регуляторная последовательность представляет собой поли(А)-хвост. 
В одном варианте реализации присутствуют по меньшей мере две регуляторные последовательно-

сти, например, акцепторный сайт сплайсинга и последовательность Козак или акцепторный сайт сплай-
синга и поли(А)-хвост, или акцепторный сайт сплайсинга и последовательность IRES, или акцепторный 
сайт сплайсинга и последовательность Р2А. 

В одном варианте реализации присутствуют по меньшей мере три регуляторные последовательности, 
например, акцепторная последовательность сплайсинга, последовательность Козак и поли(А)-хвост, или 
акцепторная последовательность сплайсинга, последовательность IRES или 2А и поли(А)-хвост; или ак-
цепторная последовательность сплайсинга, последовательность Козак и последовательность IRES или 2А. 

В одном варианте реализации присутствуют по меньшей мере четыре регуляторные последователь-
ности, например, акцепторная последовательность сплайсинга, последовательность Козак, последова-
тельность IRES или 2А и поли(А)-хвост, в частности, от L5 до Е4 в следующем порядке: акцепторная 
последовательность сплайсинга, последовательность Козак, последовательность IRES или 2А и поли(А)-
хвост. 

В одном варианте реализации трансген кодирует полицистронную молекулу РНК, содержащую обе 
регуляторные последовательности IRES и 2А. 

В одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует белок В7, независи-
мо выбранный из В7-1, В7-2, B7-DC, В7-Н1, В7-Н2, В7-НЗ, В7-Н4, В7-Н5, В7-Н6, В7-Н7, его активных 
фрагментов и комбинаций перечисленных белков. В одном варианте реализации белок В7 представляет 
собой В7-1 (CD80), В7-2 (CD86) или активный фрагмент любого из указанных белков и комбинации пе-
речисленных белков, в частности, В7-1 или его активный фрагмент. 

В одном варианте реализации фрагмент В7 включает или состоит из трансмембранного домена из 
белка В7, в частности, описанного в данной заявке, такого как В7-1. Считают, что данный домен способ-
ствует экспрессии на поверхности клетки. 

В одном варианте реализации цитоплазматический домен белка В7 присутствует. В одном варианте 
реализации цитоплазматический домен отсутствует. Отсутствие цитоплазматического домена может 
уменьшать или исключать внутриклеточную передачу сигналов раковой клетки, что рассматривается в 
одном или более вариантах реализации, обсуждаемых ниже. 

Элементы во фрагменте или полноразмерном белке В7 могут быть из того же или отличных белков 
В7. Таким образом, в одном варианте реализации фрагмент или белок В7 химерный. 

В одном варианте реализации вирус согласно настоящему описанию кодирует множество белков 
для экспрессии на поверхности инфицированной раковой клетки, например, не относящийся к аденови-
русам вирус кодирует по меньшей мере один белок В7 или его активный фрагмент, например, кодирует 
два, три, четыре или более различных белков, в частности, два или три белка кодируются вирусом для 
экспрессии на поверхности раковой клетки или секреции во внеклеточное пространство. 

В одном варианте реализации не относящимся к аденовирусам вирусом согласно настоящему опи-
санию кодирует белок В7 или его активный фрагмент для экспрессии на поверхности раковой клетки, и 
указанный вирус также кодирует растворимая форма, которая высвобождается или секретируется из 
клетки, того же белка В7 или отличного белка В7 (включая их активные фрагменты). 

В одном варианте реализации не относящий к аденовирусам вирус согласно настоящему описанию 
кодирует по меньшей мере два различных белка В7 или их активных фрагмента. 
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В одном варианте реализации может кодироваться множество белков для экспрессии в виде от-
дельных белков, которые независимо процессируются и экспрессируются в мембране раковой клетки. 
Независимость белков на поверхности раковой клетки может внести положительный вклад в активацию 
иммунной системы. Без привязки к какой-либо конкретной теории, упаковка липидов может влиять на 
текучесть (т.е., вязкость) липидного бислоя в мембране раковой клетки. Вязкость мембраны может вли-
ять на вращение и ориентацию белков и других биомолекул внутри мембраны, что влияет на функции 
данных молекул. Таким образом, когда белки, кодируемые вирусом, расположены в виде одиночных и 
отдельных белков внутри мембраны инфицированной раковой клетки, текучесть липидного бислоя по-
зволяет независимое движение молекул, что может быть особенно подходящим форматом, аналогичным 
природному формату, что приводит к биологическому функционированию. 

В одном варианте реализации независимо процессированные и экспрессированные белки находятся 
(заякорены) в различных положениях, таких как физически отдельные положения, в мембране раковой 
клетки. 

В одном варианте реализации один или более белков (например, все белки), кодируемых вирусом и 
экспрессируемых на поверхности инфицированной раковой клетки, не являются слитыми белками. 

Таким образом, в одном варианте реализации вирус согласно настоящему описанию содержит по-
следовательности ДНК, кодирующие указанное множество белков для экспрессии, например, на поверх-
ности инфицированной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации вирус согласно настоящему описанию содержит два 
или более трансгенов в одном и том же или различных положениях в геноме вируса. При расположении 
в одном и том же положении в геноме вируса, указанное множество белков все же будет экспрессиро-
ваться независимо на поверхности раковой клетки. 

В одном варианте реализации указанное множество белков (включая слитые белки) кодируются в 
различных положениях в геноме вируса, например, в E3, BX и/или BY и экспрессируются отдельно на 
поверхности инфицированной раковой клетки. 

В одном варианте реализации указанное множество белков (включая слитые белки) кодируются в 
одном и том же положении в геноме вируса и экспрессируются вместе на поверхности инфицированной 
раковой клетки, например, когда кодируемые белки предусмотрены в виде слитого белка, при этом ука-
занный слитый белок содержит белок В7 или его активный фрагмент. 

В одном варианте реализации белок В7 в указанном слитом белке представляет собой полнораз-
мерный белок, в частности, белок, описанный в данной заявке, такой как В7-1 и/или В7-2, слитый или 
связанный с другим интересующим белком или его активным фрагментом. В одном варианте реализации 
слитый белок содержит трансмембранный домен из белка В7. В одном варианте реализации В7 пред-
ставляет собой активный фрагмент за исключением трансмембранного домена. В последнем варианте 
реализации можно использовать трансмембранный домен, отличный от полученного из белка В7, чтобы 
гарантировать, что слитый белок будет представлен на поверхности инфицированной раковой клетки. 

В одном варианте реализации множество белков кодируются в одном и том же положении в вирусе 
и экспрессируются вместе в виде слитых белков на поверхности инфицированной раковой клетки. 

Когда положение в вирусе одно и то же, то указанные гены, например, могут быть связаны с помо-
щью последовательности IRES или пептида 2А. 

В одном варианте реализации вирус согласно настоящему описанию содержит "второй" трансген и 
необязательно третий трансген (т.е. один или более из указанного множества белков, например, коди-
рующих полипептид, выбранный из группы, включающей цитокин, хемокин, лиганд, молекулу антаго-
нистического антитела и молекулу агонистического антитела). 

В одном варианте реализации дополнительный белок или белки независимо выбраны из группы, 
включающей антитело, фрагмент антитела или белковый лиганд, который связывает CD3, CD28, CD80, 
CD86, 4-1ВВ, GITR, OX40, CD27, CD40 и комбинации перечисленных белков, в формах, подходящих 
для экспрессии на поверхности раковой клетки. 

В одном варианте реализации, когда первый трансген специфичен к альфа- и/или бета-цепи TCR, 
дополнительный белок представляет собой антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного ан-
титела, например, независимо выбранный из муромонаба-CD3 (также известного как OKT3), отеликси-
зумаба (также известного как TRX4), теплизумаба (также известного как hOKT3γ1(Ala-Ala)) или визили-
зумаба. 

В одном варианте реализации антитело к TCR находится в форме фрагмента антитела (такого как 
антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела), например, в форме scFv, который яв-
ляется частью слитого белка с трансмембранным участком другого белка, например, трансмембранным 
доменом из рецептора PDGF или из экспрессируемой на поверхности клетки формы IgG. 

В одном варианте реализации ингибирующее антитело (антагонистическое антитело) независимо 
выбрано из группы, включающей ингибитор фактора ангиогенеза, такой как молекула антитела к VEGF, 
и ингибитор деактивирующих Т-клетки факторов, такой как молекула антитела к CTLA-4, к PD1 или к 
PDL1. В одном варианте реализации молекула антитела представляет собой агонист, независимо вы-
бранный из группы, включающей антитела к CD40, GITR, OX40, CD27 и 4-1BB. 
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В одном варианте реализации дополнительный трансген кодирует цитокин, или его растворимый 
вариант, выбранный из группы, включающей IL-2, IFN-альфа, IFN-бета, IFN-гамма, GM-CSF, IL-15, IL-
12 и лиганд fins-подобной тирозинкиназы 3 (FLT3L). Преимущество состоит в том, что один или более 
из данной группы белков, экспрессируемых вирусом, в частности, в виде свободного белка, секретируе-
мого из раковой клетки, могут быть особенно подходящими для стимуляции иммунного ответа in vivo на 
раковую клетку. 

В одном варианте реализации указанный дополнительный трансген кодирует хемокин, выбранный 
из группы, включающей MIP1-альфа, RANTES, IL-8, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, CXCL10, 
CXCL11, CXCL13, CXCL12, CCL2, CCL19 и CCL21. Преимущество состоит в том, что один или более из 
данной группы белков экспрессируются вирусом в виде свободного белка, который может секретиро-
ваться из раковой клетки, и могут быть особенно подходящими для привлечения иммунных клеток и 
стимуляции иммунного ответа на раковую клетку in vivo. 

В одном варианте реализации указанный дополнительный трансген кодирует лиганд, специфичный 
к рецептору хемокинов, выбранному из группы, включающей CXCR2, CCR2, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, 
CCR8, CXCR3, CXCR4, CXCR5 и CRTH2. 

В одном варианте реализации дополнительно к по меньшей мере антителу к TCR или его связы-
вающему фрагменту (такому как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела), экс-
прессируемому на поверхности инфицированной раковой клетки, одна или более молекул также экс-
прессируются на поверхности и/или секретируются. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и антитело к TCR (агонист, такой как агонист CD3) или 
фрагмент антитела (такой как scFv) также для экспрессии на поверхности раковой клетки, в частности, 
когда указанные белки экспрессируются в виде отдельных белков на поверхности клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и антитело к VEGF (антагонист) также для экспрессии на 
поверхности раковой клетки или для высвобождения из раковой клетки, например, путем секреции или 
после лизиса/гибели инфицированной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и антитело, фрагмент антитела или белковый лиганд, ко-
торый связывает CD3, CD28, CD80, CD86, 4-1ВВ, GITR, OX40, CD27, CD40 также для экспрессии на 
поверхности раковой клетки или для высвобождения из раковой клетки, например, путем секреции или 
после лизиса/гибели инфицированной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и цитокин, выбранный из IL-2, IFN-альфа, IFN-бета, IFN-
гамма, GM-CSF, IL-15, IL-12 и FLT3L, например, для высвобождения из раковой клетки, в частности, 
путем секреции или после лизиса/гибели инфицированной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и хемокин, выбранный из MIP1-альфа, RANTES, IL-8, 
CCL5, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13, CXCL12, CCL2, CCL19, CCL21, на-
пример, для высвобождения из раковой клетки, в частности, путем секреции или после лизиса/гибели 
инфицированной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и антитело к TCR (агонист, такой как агонист CD3) или 
фрагмент антитела (такой как scFv) также для экспрессии на поверхности раковой клетки (в частности, 
когда указанные белки экспрессируются в виде отдельных белков на поверхности клетки) и дополни-
тельно кодирует цитокин или хемокин, выбранный из IL-2, IFN-альфа, IFN-гамма, GM-CSF, IL-15, IL-12, 
FLT3L, MIP1-альфа, RANTES, IL-8, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13, 
CXCL12, CCL2, CCL19, CCL21, например, для высвобождения из раковой клетки, в частности, путем 
секреции или после лизиса/гибели инфицированной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и антитело к TCR (агонист) или фрагмент антитела (такой 
как scFv) также для экспрессии на поверхности раковой клетки (в частности, когда указанные белки экс-
прессируются в виде отдельных белков на поверхности клетки), и дополнительно кодирует антитело, 
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фрагмент антитела или белковый лиганд, который связывает CD28, CD80, CD86, 4-1ВВ, GITR, OX40, 
CD27, CD40, или антитело к VEGF (антагонист) также для экспрессии на поверхности раковой клетки 
или для высвобождения из раковой клетки, например, путем секреции или после лизиса/гибели инфици-
рованной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и два различных цитокина или хемокина, выбранных из 
IL-2, IFN-альфа, IFN-бета, IFN-гамма, GM-CSF, IL-15 и IL-12, FLT3L, MIP1-альфа, RANTES, IL-8, CCL5, 
CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL13, CXCL12, CCL2, CCL19, CCL21, например, 
для высвобождения из раковой клетки, в частности, путем секреции после лизиса/гибели инфицирован-
ной раковой клетки. 

Таким образом, в одном варианте реализации не относящийся к аденовирусам вирус кодирует В7-1, 
В7-2 или активный фрагмент любого из перечисленных белков или их комбинацию для экспрессии на 
поверхности инфицированной раковой клетки и антитело к TCR (агонист, такой как агонист CD3) или 
фрагмент антитела (такой как scFv) также для экспрессии на поверхности раковой клетки (в частности, 
когда указанные белки экспрессируются в виде отдельных белков на поверхности клетки) и дополни-
тельно кодирует цитокин, выбранный из IL-2, IFN-альфа, IFN-гамма, GM-CSF, IL-15 и IL-12, и/или хе-
мокин, выбранный из RANTES (CCL5), MIP-1α (LD78α (CCL3) или изоформ LD78β (CCL3L1)), MIP1β, 
который может высвободиться из раковой клетки, в частности, путем секреции перед и после лизи-
са/гибели инфицированной раковой клетки. 

В одном варианте реализации, который, в частности, можно комбинировать с любым из описанных 
выше вариантов реализации, указанный вирус дополнительно кодирует антитело к PD-1 (антагонист). 

В одном варианте реализации белок или белки, кодируемые в кассете трансгенов для экспрессии на 
мембране клетки, также могут содержать пептидный линкер или спейсер между трансмембранным до-
меном и внеклеточным лигандом, связывающим домен. Такие линкеры или спейсеры могут повышать 
гибкость экспрессируемого на поверхности клетки белка, что повышает способность белка взаимодейст-
вовать с молекулой-мишенью на соседней клетке. Такие линкеры или спейсеры также могут быть скон-
струированы или выбраны таким образом, чтобы они вызывали димеризацию или тримеризацию белков 
на поверхности клетки посредством образования дисульфидной связи или белок-белковых взаимодейст-
вий. Например, можно использовать шарнирные области молекул иммуноглобулинов или CD8, чтобы 
увеличить как гибкость, так и димеризацию. 

В одном варианте реализации белок или белки, кодируемые в кассете трансгенов, также могут со-
держать пептидную метку. Указанная пептидная метка может включать метки c-myc, полигистидин, V5 
или FLAG и может быть расположена на N-конце или С-конце полипептида, либо внутри клетки, либо 
вне клетки, или может кодироваться внутри белка, например, во внеклеточной петле или между транс-
мембранным доменом и внеклеточным доменом. Пептидные метки можно применять в качестве спейсе-
ров или линкеров между различными белковыми доменами, например, трансмембранным и внеклеточ-
ным доменом, и применять для детектирования или очистки белка. 

В одном варианте реализации один или более дополнительных трансгенов (отличных от гена, коди-
рующего белок В7 или его фрагмент) находятся под контролем экзогенного или эндогенного промотора, 
например, эндогенного промотора. В одном варианте реализации трансген в области E3 (В2) находится 
под контролем экзогенного промотора. 

В одном варианте реализации один или более генов дополнительных трансгенов находятся между 
областью E3 и белком фибриллы L5 в геноме аденовируса, например, в положении BX в конструкции 
формулы (I), в частности, под контролем экзогенного промотора. В одном варианте реализации трансген 
в BX находится под контролем экзогенного промотора. 

В одном варианте реализации один или более генов дополнительных трансгенов находятся между 
областью Е4 и белком фибриллы L5 в геноме аденовируса, например, в положении BY в конструкции 
формулы (I) или (Ia), в частности, под контролем эндогенного промотора, такого как главный поздний 
промотор. Он может быть дополнительным к гену, кодирующему антитело к TCR или связывающий 
фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного анти-
тела), кодируемому в области BY. 

В одном варианте реализации предложена композиция, содержащая онколитический вирус или ви-
русный вектор согласно настоящему описанию, например, фармацевтическая композиция, в частности, 
содержащая фармацевтически приемлемое вспомогательное вещество, такое как разбавитель или носитель. 

В одном варианте реализации предложен онколитический вирус или вирусный вектор согласно на-
стоящему описанию или композиция, содержащая его, для применения для лечения, в частности, для 
применения для лечения рака. 

В одном варианте реализации предложен способ лечения нуждающегося в этом пациента, вклю-
чающий введение терапевтически эффективного количества онколитического вируса или вирусного век-
тора согласно настоящему описанию или композиции, такой как фармацевтическая композиция, содер-
жащая его. 
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В одном варианте реализации предложено применение онколитического вируса или вирусного век-
тора согласно настоящему описанию или содержащей его композиции для производства лекарственного 
средства для лечения рака, в частности, карцином, например, колоректального рака, рака легкого, моче-
вого пузыря, почки, поджелудочной железы, печени, головы и шеи, груди или яичников. 

В одном варианте реализации предложен полинуклеотид, содержащий геномную последователь-
ность по меньшей мере 50% вируса согласно настоящему описанию (например, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 
90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 или 100%) и содержащий последовательность, кодирующую антитело 
к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или связывающий 
фрагмент указанного антитела), например, последовательность, описанную в данной заявке. В одном 
варианте реализации полинуклеотидная последовательность находится в форме плазмиды. 

В одном варианте реализации предложена клетка-хозяин, например, клетка млекопитающего, такая 
как клетка НЕК293 или ее производное, содержащая онколитический вирус или вирусный вектор со-
гласно настоящему описанию или полинуклеотидную последовательность согласно настоящему описа-
нию. 

В одном варианте реализации предложен процесс получения онколитического вируса или вирусно-
го вектора согласно настоящему описанию, включающий этап встраивания полинуклеотида, кодирую-
щего антитело к TCR или связывающий фрагмент указанного антитела (такое как антитело к CD3 или 
связывающий фрагмент указанного антитела), в онколитический вирус или вирусный вектор. 

В одном варианте реализации предложен процесс репликации вируса или вирусного вектора со-
гласно настоящему описанию, включающий этап культивирования клетки-хозяина в присутствии вируса 
при условиях, подходящих для репликации. Как правило, указанный способ будет включать дополни-
тельный этап сбора вируса, например, из супернатанта или после лизиса клеток-хозяев. 

Термин "трансген", используемый в данной заявке, относится к гену, который встроили в геномную 
последовательность вируса или вирусного вектора, при этом указанный ген неестественный для вируса 
(экзогенный) или обычно не находится в данном конкретном положении в вирусе. Примеры трансгенов 
приведены в данной заявке. Термин "трансген", используемый в данной заявке, также включает функ-
циональный фрагмент гена, который является частью гена, который при встраивании подходит для осу-
ществления функции или большей части функции полноразмерного гена, например, 50% функции или 
более. 

Термины "трансген" и "кодирующая последовательность" в данной заявке используют взаимозаме-
няемо в контексте вставок в вирусный геном, если в контексте не указано противоположное. Термин 
"кодирующая последовательность", используемый в данной заявке, означает, например, последователь-
ность ДНК, кодирующую функциональную РНК, пептид, полипептид или белок. Обычно кодирующая 
последовательность представляет собой кДНК трансгена, которая кодирует интересующую функцио-
нальную РНК, пептид, полипептид или белок. Интересующая функциональная РНК, пептиды, полипеп-
тид и белки описаны ниже. 

В одном варианте реализации термин "трансген", используемый в данной заявке, относится к фраг-
менту ДНК, включающему ген или последовательность кДНК, которая была выделена из одного орга-
низма и встроена в отличный организм, т.е., вирус согласно настоящему описанию. В одном варианте 
реализации данный ненативный фрагмент ДНК, как правило, будет сохранять способность продуциро-
вать функциональную РНК, пептид, полипептид или белок. Используемые трансгены могут, например, 
кодировать химерный белок или слитый белок. 

Ясно, что геном вируса содержит кодирующие последовательности ДНК. Эндогенные (встречаю-
щиеся в природе) гены в геномной последовательности вируса не считают трансгенами в контексте на-
стоящей заявки, если только они не были модифицированы с помощью рекомбинантных методик таким 
образом, что они находятся в неестественном положении или в неестественном окружении. 

Таким образом, в одном варианте реализации встроенный трансген кодирует человеческий или гу-
манизированный белок, полипептид или пептид. 

Термин "слитый белок", используемый в данной заявке, относится по меньшей мере к двум белкам 
или фрагментам или к комбинации по меньшей мере одного белка и по меньшей мере одного фрагмента, 
слитых напрямую или присоединенных друг к другу, например, посредством линкера. В одном варианте 
реализации слитые белки согласно настоящему описанию не содержат белок В7 или его активный фраг-
мент. Слитые белки, содержащие фрагменты или белок В7 и дополнительные белки, в данной заявке не 
называют химерными белками. Только белки, содержащие фрагменты из различных белков В7 в данной 
заявке называют химерными белками. 

Активность данного фрагмента белка можно проанализировать в соответствующем анализе in vitro, 
например, используя полноразмерный белок в качестве препарата сравнения. 

Термин "химерный фрагмент", используемый в данной заявке, относится к фрагменту, содержаще-
му последовательность из двух или более белков различного происхождения. 

Белки В7 включают В7-1 (также известный как CD80, номер в uniprot P33681), В7-2 (также извест-
ный как CD86, номер в uniprot P42081). Данные белки связывают CD28 и CTLA-4. 

В одном варианте реализации CD80 соответствует следующей последовательности: 
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Другие белки В7 включают B7-DC (также известный как PDCD1LG2 и PD-L2, номер в uniprot 

Q9BQ51), В7-Н1 (также известный как PD-L1 и CD274, номер в uniprot Q9NZQ7). Оба данных белка свя-
зывают PD-1. 

Лиганд 1 программируемой гибели клеток (PD-L1) представляет собой трансмембранный белок 1 
типа размером 40 кДа, который, согласно предположениям, играет основную роль в подавлении иммун-
ной системы. Похоже, что повышение экспрессии PD-L1 может позволить раку ускользнуть от иммун-
ной системы хозяина. При анализе 196 образцов опухоли из пациентов с почечноклеточной карциномой 
обнаружили, что высокий уровень экспрессии PD-L1 в опухоли был связан с повышенной агрессивно-
стью опухоли и в 4,5 раза более высоким риском смерти. У пациентов с раком яичников с более высоким 
уровнем экспрессии PD-L1 прогноз был значительно неблагоприятнее, чем у пациентов с более низким 
уровнем экспрессии. Экспрессия PD-L1 обратно пропорционально коррелировала с количеством внутри-
эпителиальных CD8+ Т-лимфоцитов, позволяя предложить, что PD-L1 на опухолевых клетках может по-
давлять противоопухолевые CD8+ Т-клетки. Данный эффект может зависеть от типа опухоли: исследова-
ние на пациентах с немелкоклеточным раком легких показало, что более высокий уровень экспрессии 
белка и мРНК PD-L1 связан с повышенной локальной инфильтрацией лимфоцитов и более длительной 
выживаемостью. В клинических испытаниях было показано, что множество антител к PDL1 представля-
ют интерес для лечения некоторых видов рака. 

В одном варианте реализации по меньшей мере цитоплазматический (внутриклеточный) домен B7-
DC и/или В7-Н1 удален или нефункционален. Без привязки к какой-либо конкретной теории, есть осно-
вание предположить, что удаление внутриклеточного домена снижает устойчивость раковых клеток к 
лизису. Blood, 1 апреля 2008 г.; 111(7)3635-3643. 

В одном варианте реализации используют только фрагмент трансмембранного домена B7-DC и/или 
В7-Н1. В одном варианте реализации следующие белки не предложены в виде полноразмерных белков: 
B7-DC и В7-Н1. 

Другие белки В7 включают В7-Н2 (также известный как ICOSLG, B7RP1, CD275, номер в uniprot 
075144), который связывает ICOS, B7-H3 (также известный как CD276, номер в uniprot Q5ZPR3), В7-Н4 
(также известный как VTCN1, номер в uniprot Q727D3), В7-Н5 (также известный как VISTA, рецептор 
тромбоцитов Gi24, SISP1), В7-Н6 (также известный как NCR3LG1, NR3L1), который связывает NKp30, 
В7-Н7 (также известный как HHLA2), который связывает CD28H. 

В одном варианте реализации фрагмент содержит только трансмембранный домен любого из В7-
Н2, В7-H3, В7-Н4, В7-Н5, В7-Н6 и В7-Н7. 

Отдельные белки включают одиночные белки, то есть белки или их активные фрагменты, которые 
не являются частью слитого белка (включая химерные белки), а также слитые белки. В одном варианте 
реализации отдельные белки представляют собой одиночные белки (включая их активные фрагменты). 

Термин "GPI-якорь", используемый в данной заявке, относится к гликолипиду, который можно 
присоединить к С-концу белка во время посттрансляционной модификации. Он состоит из фосфатиди-
линозитольной группы, связанной через содержащий углевод линкер (глюкозамин и манноза, связанные 
гликозидной связью с остатком инозитола) и через этаноламинфосфатный (EtNP) мостик с С-концевой 
аминокислотой зрелого белка. Указанные две жирные кислоты в гидрофобной фосфатидилинозитольной 
группе заякоривают белок в мембрану клетки. 

Глипиированные (связанные с GPI) белки содержат сигнальный пептид, который направляет их в 
эндоплазматический ретикулум (ЭР). С-конец состоит из гидрофобных аминокислот, которые остаются 
встроенными в мембрану ЭР. Гидрофобный конец затем отщепляется и заменяется на GPI-якорь. По ме-
ре прохождения белка по секреторному пути, он переносится посредством везикул в аппарат Гольджи и, 
наконец, во внеклеточное пространство, где он остается присоединенным к внешней стороне мембраны 
клетки. 

Поскольку глипиирование является единственным способом присоединения таких белков к мем-
бране, расщепление указанной группы фосфолипазами приведет к контролируемому высвобождению 
белка из мембраны. Последний из упомянутых механизмов используют in vitro: т.е., мембранные белки, 
высвобожденные из мембран в ферментативном анализе, являются глипиированными белками. 

Фосфолипаза С (PLC) представляет собой фермент, который, как известно, расщепляет фосфогли-
цериновую связь, обнаруженную в заякоренных через GPI белках. Обработка PLC приведет к высвобож-
дению связанных через GPI белков из наружной мембраны клетки. Известно, что маркер Т-клеток Thy-1 
и ацетилхолинэстераза, а также обе щелочные фосфатазы кишечника и плаценты связаны через GPI и 
высвобождаются при обработке PLC. Считают, что связанные через GPI белки преимущественно распо-
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ложены в липидных рафтах (скоплениях), позволяя предположить высокий уровень организации в мик-
родоменах плазматической мембраны. 

Обзор GPI-якорей, написанный Ferguson, Kinoshita и Hart, доступен в главе 11 Essentials of Glycobi-
ology, 2-e издание. 

Термин "вирус", используемый в данной заявке, относится к способному реплицироваться онколи-
тическому вирусу (или аденовирусу) или неспособному реплицироваться вирусному вектору (аденови-
русному вектору), если в контексте не указано противоположное. 

В одном варианте реализации аденовирус представляет собой аденовирус человека. Термин "адено-
вирус", "серотип" или "аденовирусный серотип", используемый в данной заявке, относится к любому 
аденовирусу, который можно отнести к любому из более 50 известных на сегодняшний день серотипов 
аденовируса, которые классифицированы по подгруппам А - F, и дополнительно распространяется на 
любой, до сих пор не обнаруженный или не классифицированный серотип аденовируса. См., например, 
Strauss, "Adenovirus infections in humans" в The Adenoviruses, Ginsberg и др., Plenum Press, Нью-Йорк, 
Нью-Йорк, стр. 451-596 (1984), и Shenk "Adenoviridae: The Viruses and Their Replication" в Fields Virology, 
том 2, четвертое издание, Knipe, 35ea., Lippincott Williams & Wilkins, стр. 2265-2267 (2001), как показано 
далее. 

 

 
В одном варианте реализации аденовирус представляет собой аденовирус подгруппы В, например, 

независимо выбранный из группы, включающей или состоящей из: Ad3, Ad7, Ad11, Ad14, Ad16, Ad21, 
Ad34 и Ad51, например, Ad11, в частности, Ad11p (штамм Slobitski). В одном варианте реализации у 
аденовируса согласно настоящему изобретению есть капсид, такой как гексон и/или белок фибриллы из 
подгруппы В аденовирусов, такой как Ad11, в частности, Ad11p. В одном варианте реализации аденови-
рус представляет собой Ad11 или содержит белок фибриллы, и/или гексон, и/или пентон из Ad11, такой 
как Ad11p. 

Термин "производное вируса Ad11", используемый в данной заявке, относится к вирусу с по мень-
шей мере капсидом из Ad11. 

В одном варианте реализации он не является вирусом группы А. 
Энаденотуцирев (EnAd) представляет собой химерный онколитический аденовирус, прежде извест-

ный как EnAd (WO2005/118825), с белком фибриллы, пентоном и гексоном из Ad11p, следовательно, он 
представляет собой вирус подгруппы В. Он содержит химерную область Е2В, которая содержит ДНК из 
Ad11p и Ad3. Почти вся область E3 и часть области Е4 удалена из EnAd. Следовательно, у него есть зна-
чительное пространство в геноме для размещения дополнительного генетического материала, при этом 
он остается жизнеспособным. Более того, так как EnAd представляет собой аденовирус подгруппы В, 
предсуществующий иммунитет к нему у людей реже встречается, чем, например, к Ad5. Другие примеры 
химерных онколитических вирусов с белком фибриллы, пентоном и гексоном Ad11 включают OvAd1 и 
OvAd2 (см. WO2006/060314). 

EnAd, похоже, преимущественно инфицирует опухолевые клетки, быстро реплицируется в данных 
клетках и вызывает лизис клеток. Это, в свою очередь, может вызвать воспалительные иммунные отве-
ты, тем самым стимулируя организм также бороться с раком. Считают, что часть успеха EnAd связана с 
быстрой репликацией вируса in vivo. 

Важно отметить, что клинически было продемонстрировано, что EnAd можно вводить системно 
(например, путем внутривенной или интраперитонеальной инъекции или инфузии), после чего он изби-
рательно инфицирует опухолевые клетки и экспрессирует в них белки. Данное свойство EnAd, которое 
могут разделять Ad11p и другие аденовирусы группы В, в частности, которые экспрессируют капсидные 
белки Ad11p (такие как описанные в данной заявке), позволяет экспрессировать белки на поверхности 
раковых клеток без необходимости непосредственного введения путем инъекции трансгенов внутрь опу-
холи, что невыполнимо при многих видах рака. 

Тогда как EnAd избирательно лизирует опухолевые клетки, это позволяет внедрить дополнитель-
ные полезные свойства, например, повысить терапевтическую активность вируса или уменьшить побоч-
ные эффекты вируса, вооружая его трансгенами, такими как трансген, который кодирует белок передачи 
сигналов в клетке, или антитело, или трансген, который кодирует молекулу, которая стимулирует  
белок(-ки) передачи сигналов в клетке. 

Успешное вооружение вируса ДНК, кодирующей некоторые белки, которые можно экспрессиро-
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вать внутри раковой клетки, может позволить использование собственных защитных механизмов орга-
низма для более эффективной борьбы с опухолевыми клетками, например, делая указанные клетки более 
заметными для иммунной системы или путем доставки терапевтического гена/белка предпочтительно в 
целевые опухолевые клетки. 

В одном варианте реализации онколитический вирус или вирусный вектор согласно настоящему 
описанию стимулирует иммунную систему пациента к борьбе с опухолью, например, антитело к CD3 
стимулирует Т-клетки in vivo. 

В одном варианте реализации онколитический вирус содержит белок фибриллы, белки гексон и 
пентон из того же серотипа, например, Ad11, в частности, Ad11p, например, находящиеся в положениях 
30812-31789, 18254-21100 и 13682-15367 геномной последовательности последнего из упомянутых, при 
этом положения нуклеотидов обозначены в соответствии с Genbank ID 217307399 (номер доступа: 
GC689208). 

В одном варианте реализации аденовирус представляет собой энаденотуцирев (также известный как 
EnAd и ранее известный как ColoAdl). Энаденотуцирев, используемый в данной заявке, относится к хи-
мерному аденовирусу с последовательностью SEQ ID NO: 21. Он представляет собой способный репли-
цироваться онколитический химерный аденовирус, у которого улучшены терапевтические свойства по 
сравнению с аденовирусами дикого типа (см. WO2005/118825). EnAd содержит химерную область Е2В, 
которая отличает ДНК от Ad11p и Ad3, и делеции в E3/Е4. Структурные изменения в энаденотуциреве 
приводят к размеру генома приблизительно на 3,5 т.п.о. меньше, чем у Ad11p, что дает дополнительное 
"пространство" для встраивания трансгенов. 

Линкеры, подходящие для применения в слитых белках согласно настоящему описанию, включают: 
шарнирные линкерные последовательности, представленные в SEQ ID NO: с 22 по 30 (см. сопрово-

дительный перечень последовательностей); 
гибкие линкерные последовательности GS, а также последовательности, представленные в SEQ ID 

NO: с 31 по 70 (см. сопроводительный перечень последовательностей); 
линкерные последовательности, представленные в SEQ ID NO: с 73 по 86. 
Примеры жестких линкеров включают пептидные последовательности 

  
Определения, относящиеся к формулам (I) и (Ia). 
Термин "связь" относится к ковалентной связи, соединяющей одну последовательность ДНК с дру-

гой последовательностью ДНК, например, соединяющей одну часть генома вируса с другой. Таким обра-
зом, если переменная в формулах (I) и (Ia) в данной заявке представляет собой связь, то признак или 
элемент, представленный указанной связью, отсутствует, т.е. удален. 

Так как структура аденовирусов, в общем, сходна, ниже элементы обсуждаются с точки зрения 
структурных элементов и относящейся к ним широко распространенной номенклатуры, которая известна 
специалисту в данной области. Когда в данной заявке ссылаются на элемент, то эта ссылка относится к 
последовательности ДНК, кодирующей указанный элемент, или к последовательности ДНК, кодирую-
щей такой же структурный белок указанного элемента в аденовирусе. Последнее уместно вследствие 
вырожденности кода ДНК. Для оптимизации результатов может потребоваться учесть предпочтительное 
использование кодонов данными вирусами. 

Любой структурный элемент из аденовируса, используемый в вирусах согласно настоящему описа-
нию, может включать или состоять из природной последовательности или быть подобным ей на протя-
жении заданной длины, составляющей по меньшей мере 95%, например, 96, 97, 98, 99 или 100%. Исход-
ная последовательность может быть модифицирована, чтобы пренебречь 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2% или 1% 
генетического материала. Для специалиста очевидно, что при внесении изменений рамки считывания 
вируса не должны быть нарушены таким образом, что нарушится экспрессия структурных белков. 

В одном варианте реализации данный элемент представляет собой полноразмерную последователь-
ность, т.е. полноразмерный ген. 

В одном варианте реализации данный элемент меньше полной длины, и у него сохранилась такая 
же или соответствующая функция, как и у полноразмерной последовательности. 

В одном варианте реализации у данного элемента, который необязателен в конструкциях согласно 
настоящему описанию, последовательность ДНК может быть меньше, чем полноразмерная, и может 
быть нефункциональной, например, область E3 может быть полностью или частично удалена. 

Структурные гены, кодирующие структурные или функциональные белки аденовируса, как прави-
ло, соединены некодирующими областями ДНК. Таким образом, есть некоторая гибкость в выборе места 
для "разрезания" геномной последовательности интересующего структурного элемента (особенно его 
некодирующих областей) с целью вставки трансгена в вирусы согласно настоящему описанию. Таким 
образом, для целей настоящей заявки, указанный элемент будут считать эталонным структурным эле-
ментом при условии, что он подходит для данной цели и не кодирует посторонний материал. Таким об-
разом, при необходимости, ген будет связан с подходящими некодирующими областями, например, об-
наруженными в природной структуре вируса. 

Таким образом, в одном варианте реализации вставку, такую как ДНК, кодирующая сайт рестрик-
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ции и/или трансген, встраивают в некодирующую область геномной ДНК вируса, такую как интрон или 
межгенная последовательность. Как уже говорилось, некоторые некодирующие области аденовируса 
могут обладать функцией, например, участвовать в альтернативном сплайсинге, регуляции транскрипции 
или регуляции трансляции, и, возможно, это потребуется учесть. 

Сайты, идентифицированные в данной заявке, которые ассоциированы с областью L5, подходят для 
размещения различных последовательностей ДНК, кодирующих сложные молекулы, такие как молекулы 
интерферирующих РНК (РНКи), цитокины, одноцепочечные или мультимерные белки, такие как антитела. 

Термин "ген", используемый в данной заявке, относится к кодирующей последовательности и лю-
бым некодирующим последовательностям, ассоциированным с ней, например, интронам и ассоцииро-
ванным экзонам. В одном варианте реализации ген включает или состоит только из незаменимых струк-
турных компонентов, например, кодирующей области. 

Ниже приведено обсуждение конкретных структурных элементов аденовирусов. 
Последовательности инвертированных концевых повторов (ITR) характерны для всех известных 

аденовирусов и были так названы благодаря их симметрии, и они представляют собой точки начала реп-
ликации хромосомы вируса. Другим свойством данных последовательностей является их способность 
образовывать шпильку. 

Термин "5'-ITR", используемый в данной заявке, относится к части или полноразмерному ITR из 5'-
конца аденовируса, который сохраняет функцию ITR, когда его встраивают в подходящее положение 
аденовируса. В одном варианте реализации 5'-ITR включает или состоит из последовательности от при-
близительно 1 п.о. до 138 п.о. в SEQ ID NO: 82 или последовательности, идентичной ей по всей длине на 
90, 95, 96, 97, 98 или 99%, в частности, последовательности, состоящей из от приблизительно 1 п.о. до 
138 п.о. в SEQ ID NO: 21. 

Термин "3'-ITR", используемый в данной заявке, относится к части или полноразмерному ITR из 3'-
конца аденовируса, который сохраняет функцию ITR, когда его встраивают в подходящее положение 
аденовируса. В одном варианте реализации 3'-ITR включает или состоит из последовательности от при-
близительно 32189 п.о. до 32326 п.о. в SEQ ID NO: 82 или последовательности, идентичной ей по всей 
длине на 90, 95, 96, 97, 98 или 99%, в частности, последовательности, состоящей из от приблизительно 
32189 п.о. до 32326 п.о. B SEQ ID NO: 21. 

Термин "В1", используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей: 
часть или полноразмерную последовательность Е1А из аденовируса, часть или полноразмерную область 
Е1В аденовируса и независимо часть или полноразмерные области Е1А и Е1В аденовируса. 

Если В1 представляет собой связь, то последовательности Е1А и Е1В будут отсутствовать в вирусе. 
В одном варианте реализации В1 представляет собой связь и, следовательно, вирус представляет собой 
вектор. 

В одном варианте реализации В1 дополнительно содержит трансген. В данной области известно, 
что в области Е1 можно разместить трансген, который можно встроить в область Е1, нарушив ее (т.е., "в 
середину" последовательности), или часть или всю область Е1 можно удалить, чтобы предоставить 
больше пространства для размещения генетического материала. 

Термин "Е1А", используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей 
часть или полноразмерную область Е1А аденовируса. Последняя относится к полипептиду/белку Е1А. 
Его можно мутировать таким образом, чтобы белок, кодируемый геном Е1А, содержал такие консерва-
тивные или неконсервативные замены аминокислот, что у него наблюдается: такая же функция, как и у 
дикого типа (т.е. соответствующего немутированного белка); повышенная функция по сравнению с бел-
ком дикого типа; пониженная функция, например, отсутствие функции по сравнению с белком дикого 
типа; или новая функция по сравнению с белком дикого типа, или комбинация перечисленных вариантов 
в соответствующих случаях. 

Термин "Е1В", используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей 
часть или полноразмерную область Е1В аденовируса (т.е. полипептид или белок), ее можно мутировать 
таким образом, чтобы белок, кодируемый геном/областью Е1В, содержал такие консервативные или не-
консервативные замены аминокислот, что у него наблюдается: такая же функция, как и у дикого типа 
(т.е. соответствующего немутированного белка); повышенная функция по сравнению с белком дикого 
типа; пониженная функция, например, отсутствие функции по сравнению с белком дикого типа; или но-
вая функция по сравнению с белком дикого типа, или комбинация перечисленных вариантов в соответ-
ствующих случаях. 

Таким образом, последовательность В1 может быть модифицирована или не модифицирована по 
сравнению с областью Е1 дикого типа, такой как Е1А и/или Е1В дикого типа. Специалист сможет легко 
определить, присутствуют ли Е1А и/или Е1В, или они (частично) удалены или мутированы. 

Термин "дикий тип", используемый в данной заявке, относится к известному аденовирусу. Извест-
ный аденовирус представляет собой такой аденовирус, который был идентифицирован и назван, незави-
симо от доступности последовательности. 

В одном варианте реализации В1 представляет собой последовательность от 139 п.о. до 3932 п.о. в 
SEQ ID NO: 21. 
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Термин "BA", используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей 
области E2B-L1-L2-L3-E2A-L4, включая любые некодирующие последовательности, в соответствующих 
случаях (в частности, соответствующей природной последовательности из аденовируса). Как правило, 
данная последовательность не будет содержать трансген. В одном варианте реализации указанная после-
довательность по существу сходна или идентична непрерывной последовательности из известного аде-
новируса, например, серотипа, показанного в табл. 1, в частности, вируса группы В, например, Ad3, Ad7, 
Ad11, Ad14, Ad16, Ad21, Ad34, Ad35, Ad51 или комбинации перечисленных, например, Ad3, Ad11 или 
комбинации перечисленных. В одном варианте реализации E2B-L1-L2-L3-E2A-L4 относится к содержа-
нию данных элементов и других структурных элементов, ассоциированных с указанной областью, на-
пример, ВА, как правило, будет включать последовательность, кодирующую белок IV2a, например, опи-
санную далее: IV2A IV2a-E2B-Ll-L2-L3-E2A-L4. 

В одном варианте реализации область Е2В химерная. То есть, содержит последовательности ДНК 
из двух или более различных серотипов аденовируса, например, из Ad3 и Ad11, например, Ad11р. В од-
ном варианте реализации область Е2В представляет собой последовательность от 5068 п.о. до 10355 п.о. 
в SEQ ID NO: 21 или последовательностью, идентичной ей на 95, 96, 97, 98 или 99% по всей длине. 

В одном варианте реализации Е2В в компоненте BA включает последовательности, представленные 
в SEQ ID NO: 87 (которая соответствует последовательности SEQ ID NO: 3, описанной в 
WO2005/118825). 

В одном варианте реализации ВА представляет собой последовательность от 3933 п.о. до 27184 п.о. 
B SEQ ID NO: 21. 

Термин "Е3", используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей 
часть или полноразмерную область E3 аденовируса (т.е. белок/полипептид), ее можно мутировать таким 
образом, что белок, кодируемый геном Е3, содержит консервативные или неконсервативные замены 
аминокислот, так что у него наблюдается такая же функция, как и у белка дикого типа (соответствующе-
го немутированного белка); повышенная функция по сравнению с белком дикого типа; пониженная 
функция, например, отсутствие функции по сравнению с белком дикого типа или новая функция по 
сравнению с белком дикого типа, или комбинация перечисленных вариантов, в соответствующих случа-
ях. 

В одном варианте реализации область E3 получена из серотипа аденовируса, приведенного в табли-
це 1, или из комбинации перечисленных серотипов, в частности, из серотипа группы В, например, из 
Ad3, Ad7, Ad11 (в частности, Ad11p), Ad14, Ad16, Ad21, Ad34, Ad35, Ad51 или из комбинации перечис-
ленных, например, из Ad3, Ad11 (в частности, Ad11p) или из комбинации перечисленных. 

В одном варианте реализации область E3 частично удалена, например, удалена на 95, 90, 85, 80, 75, 
70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10, 5%. 

В одном варианте реализации В2 представляет собой связь, при этом ДНК, кодирующая область E3, 
отсутствует. 

В одном варианте реализации ДНК, кодирующую область E3, можно заменить или прервать транс-
геном. В данной заявке формулировка "область E3 заменена на трансген" включает замену на трансген 
части или всей области E3. 

В одном варианте реализации область В2 включает последовательность от 27185 п.о. до 28165 п.о. в 
SEQ ID NO: 21. 

В одном варианте реализации В2 состоит из последовательности от 27185 п.о. до 28165 п.о. в SEQ 
ID NO: 21. 

BX, используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК вблизи 5'-конца гена L5 в 
ВВ. Термин "вблизи или проксимально 5'-концу гена L5", используемый в данной заявке, относится к: 
прилеганию (контактированию) к 5'-концу гена L5 или некодирующей области, неотъемлемо связанной с 
ним, т.е., примыканию или контактированию с 5'-концом гена L5 или некодирующей областью, неотъем-
лемо связанной с ним. В качестве альтернативы, вблизи или проксимально может относиться к близкому 
расположению к гену L5, так что между областью ВХ и 5'-концом гена L5 отсутствуют кодирующие по-
следовательности. 

Таким образом, в одном варианте реализации BX непосредственно присоединен к основанию L5, 
которое представляет собой, например, начало кодирующей последовательности гена L5. 

Таким образом, в одном варианте реализации BX непосредственно присоединен к основанию L5, 
которое представляет собой, например, начало некодирующей последовательности, или присоединен 
непосредственно к некодирующей области, которая естественным образом связана с L5. Термин "неко-
дирующая область, естественным образом связанная с L5", используемый в данной заявке, относится к 
части всех некодирующих областей, которые являются частью гена L5 или контактируют с ним, но не 
являются частью другого гена. 

В одном варианте реализации BX включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 88. 
Данная последовательность представляет собой искусственную некодирующую последовательность, в 
которую может быть вставлена последовательность ДНК, например, содержащая трансген (или кассету 
трансгенов), сайт рестрикции или их комбинацию. Данная последовательность предпочтительна, так как 



042321 

- 32 - 

она действует как буфер в том смысле, что позволяет некоторую гибкость в отношении точного распо-
ложения трансгена, при этом минимизируя разрушительное действие на стабильность и жизнеспособ-
ность вируса. 

Вставку(-и) можно располагать в любом месте внутри SEQ ID NO: 82 от 5'-конца до 3'-конца или в 
любой точке между 1-201 п.о., например, между парами оснований 

 

 
В одном варианте реализации BX включает SEQ ID NO: 21, при этом последовательность ДНК 

встраивают между 27 п.о. и 28 п.о. или в место, соответствующее месту между положениями 28192 п.о. и 
28193 п.о. в SEQ ID NO: 21. 

В одном варианте реализации BX представляет собой последовательность от 28166 п.о. до 28366 
п.о. в SEQ ID NO: 21. В одном варианте реализации BX представляет собой связь. 

BB, используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей область L5. 
В данной заявке область L5 относится к последовательности ДНК, содержащей ген, кодирующий поли-
пептид/белок фибриллы, в соответствующем контексте. Ген/область фибриллы кодирует белок, фибрил-
лы который представляет собой основной компонент капсида аденовирусов. Функция белка фибриллы 
состоит в распознавании рецептора и вносит вклад в способность аденовируса избирательно связывать и 
инфицировать клетки. 

В вирусах согласно настоящему описанию белок фибриллы может быть из любого серотипа адено-
вируса, и известны аденовирусы, которые становятся химерными в результате замены белка фибриллы 
на таковой из отличного серотипа. В одном варианте реализации белок фибриллы получен из вируса 
группы В, в частности, Ad11, такого как Ad11р. 

Последовательность ДНК по отношению к BY, используемая в данной заявке, относится к последо-
вательности ДНК вблизи 3'-конца гена L5 BB. Термин "вблизи или проксимально к 3'-концу гена L5", 
используемый в данной заявке, относится к: прилеганию (контактированию) к 3'-концу гена L5 или не-
кодирующей области, неотъемлемо связанной с ним, т.е., примыканию или контактированию с 3'- кон-
цом гена L5 или некодирующей областью, неотъемлемо связанной с ним (т.е. полноразмерной или ча-
стью некодирующей последовательности, эндогенной для L5). В качестве альтернативы, вблизи или про-
ксимально может относиться к близкому расположению к гену L5, так что между областью BY и 3'- кон-
цом гена L5 отсутствуют кодирующие последовательности. 

Таким образом, в одном варианте реализации BY непосредственно присоединен к основанию L5, 
которое представляет собой "конец" кодирующей последовательности. 

Таким образом, в одном варианте реализации BY непосредственно присоединен к основанию L5, 
которое представляет собой "конец" некодирующей последовательности, или непосредственно присое-
динен к некодирующей области, которая естественным образом связана с L5. 

Термины "по существу" и "по природе" используют взаимозаменяемо в данной заявке. В одном ва-
рианте реализации BY включает последовательность, представленную в SEQ ID NO: 89. Данная последо-
вательность представляет собой некодирующую последовательность, где последовательность ДНК, на-
пример, содержит трансген (или кассету трансгенов), сайт рестрикции, или может быть встроена их ком-
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бинация. Данная последовательность предпочтительна, так как она действует как буфер в том смысле, 
что позволяет некоторую гибкость в отношении точного расположения трансгена, при этом минимизи-
руя разрушительное действие на стабильность и жизнеспособность вируса. 

Вставку(-и) можно располагать в любом месте внутри SEQ ID NO: 88 от 5'-конца до 3'-конца или в 
любой точке между п.о. 1 - 35, например, между парами оснований 1/2, 2/3, 3/4, 4/5, 5/6, 6/7, 7/8, 8/9, 9/10, 
10/11, 11/12, 12/13, 13/14, 14/15, 15/16, 16/17, 17/18, 18/19, 19/20, 20/21, 21/22, 22/23, 23/24, 24/25, 25/26, 
26/27, 27/28, 28/29, 29/30, 30/31, 31/32, 32/33, 33/34 или 34/35. 

В одном варианте реализации BY включает SEQ ID NO: 89, при этом последовательность ДНК 
встраивают между положениями 12 и 13 п.о. или в место, соответствующее 29356 п.о. и 29357 п.о. в по-
следовательности SEQ ID NO: 21. В одном варианте реализации вставка представляет собой вставку сай-
та рестрикции. В одном варианте реализации вставка сайта рестрикции содержит один или два сайта ре-
стрикции. В одном варианте реализации сайт рестрикции представляет собой вставку сайта рестрикции 
размером 19 п.о., содержащую 2 сайта рестрикции. В одном варианте реализации вставка сайта рестрик-
ции представляет собой вставку сайта рестрикции размером 9 п.о., содержащую 1 сайт рестрикции. В 
одном варианте реализации вставка сайта рестрикции содержит один или два сайта рестрикции и по 
меньшей мере один трансген, например, один, или два, или три трансгена, например, один или два транс-
гена. В одном варианте реализации сайт рестрикции представляет собой вставку сайта рестрикции раз-
мером 19 п.о., содержащую 2 сайта рестрикции и по меньшей мере один трансген, например, один или 
два трансгена. В одном варианте реализации вставка сайта рестрикции представляет собой вставку сайта 
рестрикции размером 9 п.о., содержащую 1 сайт рестрикции и по меньшей мере один трансген, напри-
мер, один или два трансгена. В одном варианте реализации между двумя сайтами рестрикции размещены 
один или более трансгенов, например, два трансгена (например, в кассете трансгенов). В одном варианте 
реализации, когда BY содержит два сайта рестрикции, то указанные сайты рестрикции отличаются друг 
от друга. В одном варианте реализации указанный один или более сайтов рестрикции в BY не встречают-
ся в природе (например, уникальный) в конкретном геноме аденовируса, в который они были встроены. 
В одном варианте реализации указанный один или более сайтов рестрикции в BY отличаются от других 
сайтов рестрикции, расположенных в других местах в геноме аденовируса, например, отличаются от 
встречающихся в природе сайтов рестрикции или сайтов рестрикции, внедренных в другие участки ге-
нома, такие как ВХ. Таким образом, в одном варианте реализации сайт или сайты рестрикции позволяют 
специфично разрезать ДНК на данном участке. 

В одном варианте реализации BY представляет собой последовательность от 29345 п.о. до 29379 
п.о. в SEQ ID NO: 21. В одном варианте реализации BY представляет собой связь. 

В одном варианте реализации вставка находится после 12 п.о. в последовательности SEQ ID NO: 89. 
В одном варианте реализации вставка находится приблизительно в положении 29356 п.о. в SEQ ID 

NO:21. 
В одном варианте реализации вставка представляет собой кассету трансгенов, содержащую один 

или более трансгенов, например, 1, 2 или 3, например, 1 или 2 трансгена. 
Термин "Е4", используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей 

часть или полноразмерную область Е4 аденовируса (т.е. область полипептида/белка), которую можно 
мутировать таким образом, что белок, кодируемый геном Е4, содержит консервативные или неконсерва-
тивные замены аминокислот и проявляет такую же функцию, как и белок дикого типа (соответствующий 
немутированный белок); повышенную функцию по сравнению с белком дикого типа; пониженную 
функцию, например, отсутствие функции по сравнению с белком дикого типа, или новую функцию по 
сравнению с белком дикого типа, или комбинацию перечисленных вариантов в соответствующих случа-
ях. 

В одном варианте реализации область Е4 частично удалена, например, удалена на 95, 90, 85, 80, 75, 
70, 65, 60, 55, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 15, 10 или 5%. В одном варианте реализации область Е4 представ-
ляет собой последовательность от 32188 п.о. до 29380 п.о. в SEQ ID NO: 21. 

В одном варианте реализации Е4 присутствует за исключением удаленной области E4orf4. 
В одном варианте реализации B3 представляет собой связь, т.е., когда Е4 отсутствует. 
В одном варианте реализации последовательность B3 состоит из 32188 п.о. - 29380 п.о. в SEQ ID 

NO:21. 
В данной заявке диапазоны чисел включают конечные точки. 
Для специалиста должно быть очевидно, что элементы в формулах в данной заявке, таких как фор-

мулы (I), (Ia), непрерывны и могут содержать некодирующие последовательности ДНК, а также гены и 
кодирующие последовательности ДНК (структурные особенности), упомянутые в данной заявке. В од-
ном или более вариантах реализации формулы согласно настоящему описанию предназначены для опи-
сания встречающейся в природе последовательности в геноме аденовируса. В данном контексте специа-
листу будет ясно, что в формуле указывают основные элементы, описывающие соответствующую часть 
генома, и она не предназначена для исчерпывающего описания геномного участка ДНК. 

Каждый из E1A, E1B, E3 и Е4, используемый в данной заявке, независимо относится к дикому типу 
и его эквивалентам, мутированным формам или формам, содержащим частичные делеции, каждого уча-
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стка, описанного в данной заявке, в частности, к последовательности дикого типа известного аденовиру-
са. 

Термин "вставка", используемый в данной заявке, относится к последовательности ДНК, которую 
встраивают либо в 5'-конец, либо в 3'-конец, либо внутрь данного исходного фрагмента последователь-
ности ДНК, так что она прерывает исходную последовательность. Последняя представляет собой исход-
ную последовательность, используемую в качестве исходной точки, относительно которой расположена 
вставка. В контексте настоящего описания вставки, как правило, встречаются внутри либо SEQ ID NO: 
88, либо SEQ ID NO: 89. Вставка может представлять собой либо вставку сайта рестрикции, либо вставку 
кассеты трансгенов, либо вставку обоих. Когда последовательность прерывается, вирус будет все еще 
содержать исходную последовательность, но, как правило, она будет представлена в виде двух фрагмен-
тов, между которыми находится вставка. 

В одном варианте реализации трансген или кассета трансгенов не содержит ненаправленно встраи-
ваемый транспозон, такой как транспозон TN7 или его часть. Термин "транспозон Tn7", используемый в 
данной заявке, относится к ненаправленно встраиваемому транспозону, описанному в WO2008/080003. 

В одном варианте реализации трансген или кассета трансгенов дополнительно содержит регулятор-
ный элемент или последовательность. 

Другие регуляторные последовательности. 
Термин "регулятор экспрессии генов" (или регулятор/регуляторный элемент), используемый в дан-

ной заявке, относится к генетическому элементу, такому как промотор, энхансер или акцепторная после-
довательность сплайсинга, который играет роль в экспрессии генов, обычно путем инициирования или 
повышения транскрипции или трансляции. 

Термин "акцепторная последовательность сплайсинга", "акцепторный сайт сплайсинга" или "сайт 
сплайсинга", используемый в данной заявке, относится к регуляторной последовательности, определяю-
щей, когда молекулу мРНК будут узнавать малые ядерные рибонуклеопротеины комплекса сплайсосо-
мы. После сборки сплайсосома катализирует сплайсинг между акцепторным сайтом сплайсинга молеку-
лы мРНК и расположенным против хода транскрипции донорным сайтом сплайсинга с получением зре-
лой молекулы мРНК, которую можно подвергнуть трансляции с получением единого полипептида или 
белка. 

В настоящем изобретении можно использовать акцепторные последовательности сплайсинга раз-
личных размеров, и их можно описать как короткий акцепторный сайт сплайсинга (малый), акцепторный 
сайт сплайсинга (средний) и разветвленный акцепторный сайт сплайсинга (большой). 

Термин "SSA", используемый в данной заявке, означает короткий акцептор сплайсинга, обычно со-
держащий только сайт сплайсинга, например, из 4 п.о. Термин "SA", используемый в данной заявке, оз-
начает акцептор сплайсинга, обычно содержащий короткий акцептор сплайсинга и полипиримидиновый 
тракт, например, из 16 п.о. Термин "bSA", используемый в данной заявке, означает разветвленный акцеп-
тор сплайсинга, обычно содержащий короткий акцептор сплайсинга, полипиримидиновый тракт и точку 
ветвления, например, 26 п.о. 

В одном варианте реализации акцептор сплайсинга, используемый в конструкциях согласно на-
стоящему описанию, представляет собой CAGG или SEQ ID NO: 90 или 91. В одном варианте реализа-
ции последовательность нуклеотидов SSA представляет собой CAGG. В одном варианте реализации по-
следовательность нуклеотидов SA представляет собой SEQ ID NO: 90. В одном варианте реализации по-
следовательность нуклеотидов SA представляет собой последовательность SEQ ID NO: 91. 

В одном варианте реализации за сайтом сплайсинга непосредственно находится (т.е. следует в на-
правлении от 5' к 3') консенсусная последовательность Козак, содержащая CCACC. В одном варианте 
реализации между сайтом сплайсинга и последовательностью Козак находится 100 п.о. или менее. В од-
ном варианте реализации последовательность Козак представляет собой последовательность нуклеоти-
дов CCACC. 

Обычно при нахождении под контролем эндогенного или экзогенного промотора (такого как эндо-
генный промотор), за кодирующей последовательностью будет непосредственно находиться последова-
тельность Козак. На начало кодирующей области указывает инициирующий кодон (AUG), например, в 
контексте последовательности (gcc)gccRccAUGg [SEQ ID NO: 92] начало начал кодирующих последова-
тельностей представлено основаниями, выделенными жирным шрифтом. Строчные буквы обозначают 
обычные основания в данном положении (которые, тем не менее, могут варьироваться), а заглавные бук-
вы указывают на высоко консервативные основания, т.е., последовательность AUGG' постоянна или 
очень редко изменяется, если вообще изменяется; 'R' указывает на то, что в данном положении обычно 
наблюдают пурин (аденин или гуанин), а значимость последовательности в скобках (gcc) не ясна. Таким 
образом, в одном варианте реализации инициирующий кодон AUG включен в последовательность Козак. 

Формулировка "внутренняя последовательность ДНК посадки рибосомы", используемая в данной 
заявке, относится к последовательности ДНК, кодирующей внутреннюю последовательность посадки 
рибосомы (IRES). Термин "IRES", используемый в данной заявке, означает последовательность нуклео-
тидов, которая позволяет начать трансляцию последовательности информационной РНК (мРНК), вклю-
чая инициацию, начинающуюся внутри последовательности мРНК. Это особенно полезно, когда кассета 
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кодирует полицистронную мРНК. Применение IRES позволяет транслировать полицистронную мРНК во 
множество отдельных белков или пептидов. В одном варианте реализации последовательность нуклео-
тидов внутренней последовательности ДНК посадки рибосомы представлена в SEQ ID NO: 93. В одном 
варианте реализации конкретный IRES используют лишь однократно в геноме. Это может быть полезно 
с точки зрения стабильности генома. 

"Самоотщепляющийся с высокой эффективностью пептид 2А" или "пептид 2А", используемый в 
данной заявке, относится к пептиду, который эффективно отщепляется после трансляции. Подходящие 
пептиды 2А включают Р2А, F2A, Е2А и Т2А. Авторы настоящего изобретения заметили, что после того 
как определенная последовательность ДНК, кодирующая данный пептид 2А, использовалась один раз, ту 
же самую последовательность ДНК нельзя использовать второй раз. Тем не менее, можно использовать 
вырожденность кода ДНК, чтобы получить последовательность ДНК, которая транслируется в такой же 
пептид 2А. Применение пептидов 2А особенно полезно, когда кассета кодирует полицистронную мРНК. 
Применение пептидов 2А приводит к трансляции единой полипептидной цепи, которую модифицируют 
посттрансляционно с получением множества отдельных белков или пептидов. 

В одном варианте реализации последовательность аминокислот используемого кодируемого пепти-
да Р2А представлена в SEQ ID NO: 94. В одном варианте реализации последовательность аминокислот 
используемого кодируемого пептида F2A представлена в SEQ ID NO: 95. В одном варианте реализации 
последовательность аминокислот используемого кодируемого пептида Е2А представлена в SEQ ID  
NO: 96. В одном варианте реализации последовательность аминокислот используемого кодируемого 
пептида Т2А представлена в SEQ ID NO: 97. 

В одном варианте реализации одна мРНК или каждая мРНК, кодируемая трансгеном, содержит по-
следовательность сигнала полиаденилирования, например, как правило, на конце последовательности 
мРНК. Таким образом, в одном варианте реализации трансген или кассета трансгенов содержит по 
меньшей мере одну последовательность, кодирующую последовательность сигнала полиаденилирова-
ния. 

Термины "поли(А)", "сигнал полиаденилирования" или "последовательность полиаденилирования", 
используемые в данной заявке, означают последовательность ДНК, обычно содержащую последователь-
ность ААТААА, которую после транскрипции может узнавать мультибелковый комплекс, который от-
щепляет и полиаденилирует образующуюся молекулу мРНК. 

В одном варианте реализации указанная конструкция не содержит последовательность полиадени-
лирования. В одном варианте реализации регулятор экспрессии генов представляет собой акцепторную 
последовательность сплайсинга. 

В одном варианте реализации последовательность, кодирующая белок/полипептид/пептид, такой 
как антитело или фрагмент антитела, дополнительно содержит сигнал полиаденилирования. 

В одном варианте реализации предложен вирус или конструкция с последовательностью, описан-
ной в данной заявке. 

Антитела. 
Термин "молекула антитела", используемый в данной заявке, включает любую конструкцию, со-

держащую полноразмерное антитело или связывающий фрагмент указанного антитела, полиспецифиче-
ские форматы антител. Таким образом, молекулы антитела согласно настоящему изобретению включают 
полноразмерную молекулу антитела, содержащую полноразмерные тяжелые и легкие цепи, или фраг-
мент антитела, и могут представлять собой, но не ограничены перечисленными: Fab, модифицированный 
Fab, Fab', модифицированный Fab', F(ab')2, Fv, Fab-Fv, Fab-dsFv, однодоменные антитела (например, VH, 
или VL, или VHH), scFv, би-, три- или тетравалентные антитела, бис-scFv, диатела, триатела, тетратела и 
связывающие эпитоп фрагменты любой из описанных выше молекул (см., например, Holliger и Hudson, 
2005, Nature Biotech. 23(9): 1126-1136; Adair и Lawson, 2005, Drug Design Reviews - Online 2(3), 209-217). 
Способы получения и производства данных фрагментов антител хорошо известны в данной области (см., 
например, Verma и др., 1998, Journal of Immunological Methods, 216, 165-181). Другие фрагменты антител 
для применения в настоящем изобретении включают фрагменты Fab и Fab', описанные в международных 
заявках на патент WO2005/003169, WO2005/003170 и WO2005/003171. У поливалентных антител может 
быть множество специфичностей, например, они могут быть биспецифическими или моноспецифиче-
скими (см., например, WO 92/22853 и WO05/113605). Биспецифическим и полиспецифическим вариан-
там антител в данном примере уделяют особое внимание, поскольку цель состоит в нейтрализации двух 
независимых белков-мишеней. 

Если в контексте не указано противоположное, антитело, как правило, будет относиться к полно-
размерному антителу. 

Термин "связывающий фрагмент антитела", используемый в данной заявке, относится к меньшему 
чем полноразмерное антитело фрагменту, который сохраняет специфичность к целевому антигену. Свя-
зывающие фрагменты антител могут включать Fab, Fab', модифицированный Fab', F(ab')2, Fv, Fab-Fv, 
Fab-dsFv, однодоменные антитела (например, VH, или VL, или VHH), scFv, ds-scFv. 

В одном варианте реализации антитела или связывающие фрагменты антител, используемые в тех-
нологии согласно настоящему описанию, являются моноклональными. 
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Моноклональные антитела для применения в настоящем изобретении можно получить с помощью 
любого способа, известного в данной области, такого как гибридомная технология (Kohler и Milstein, 
1975, Nature, 256:495-497), триомная технология, гибридомная технология с использованием В-клеток 
человека (Kozbor и др., 1983, Immunology Today, 4:72) и EBV-гибридомная технология (Cole и др., Mon-
oclonal Antibodies and Cancer Therapy, стр. 77 - 96, Alan R Liss, Inc., 1985). 

Антитела для применения в настоящем изобретении также можно получить, применяя способы с 
применением антител из одного лимфоцита, путем клонирования и экспрессии кДНК вариабельных об-
ластей иммуноглобулинов, полученных из отдельных лимфоцитов, прошедших селекцию по продукции 
специфических антител, например, с помощью способов, описанных в Babcook, J. и др., 1996, Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 93(15): 7843-78481; WO92/02551; WO2004/051268 и международной заявке на патент но-
мер WO2004/106377. 

Связывающие домены, используемые в молекулах антител согласно настоящему описанию, могут 
быть гуманизированными. 

Гуманизированные антитела (которые включают антитела с привитыми CDR) представляют собой 
молекулы антител, содержащие один или более определяющих комплементарность участков (гиперва-
риабельных участков, CDR) из не относящихся к человеку видов и каркасную область из молекулы им-
муноглобулина человека (см., например, US 5585089; WO91/09967). Должно быть очевидно, что может 
потребоваться перенос только определяющих специфичность остатков CDR вместо полноразмерного 
CDR (см., например, Kashmiri и др., 2005, Methods, 36, 25-34). Гуманизированные антитела необязатель-
но могут дополнительно содержать один или более каркасных остатков, полученных из не относящегося 
к человеку вида, из которого были получены указанные CDR. 

Для прививки CDR или определяющих специфичность остатков можно использовать любую под-
ходящую акцепторную каркасную последовательность вариабельной области, с учетом класса/типа до-
норного антитела, из которого получены CDR, включая каркасные области мыши, примата и человека. 
Соответственно, гуманизированное антитело согласно настоящему изобретению содержит вариабельный 
домен, содержащий акцепторные каркасные области из человека, а также один или более из CDR, пред-
ложенных в данной заявке. 

Примеры каркасов человека, которые можно применять в настоящем изобретении, представляют 
собой KOL, NEWM, REI, EU, TUR, TEI, LAY и POM (Kabat и др., выше). Например, KOL и NEWM мож-
но применять для тяжелой цепи, REI можно применять для легкой цепи и EU, LAY и РОМ можно при-
менять как для тяжелой цепи, так и для легкой цепи. В качестве альтернативы можно применять заро-
дышевые последовательности человека, которые доступны по ссылке: http://vbase.mrc-cpe.cam.ac.uk/. 

В гуманизированном антителе согласно настоящему изобретению акцепторные тяжелые и легкие 
цепи не обязательно должны быть получены из одного и того же антитела и, при необходимости, могут 
содержать составные цепи, содержащие каркасные области, полученные из отличных цепей. 

Также в гуманизированном антителе согласно настоящему изобретению каркасные области не обя-
зательно должны быть с такой же последовательностью, как у таковых в акцепторном антителе. Напри-
мер, редкие остатки можно заменить на более часто встречающиеся остатки для данного класса или типа 
акцепторной цепи. В качестве альтернативы, выбранные остатки в акцепторных каркасных областях 
можно заменить таким образом, чтобы они соответствовали остатку, находящемуся в том же положении 
в донорном антителе (см. Reichmann и др., 1998, Nature, 332, 323-324). Такие изменения следует свести к 
минимуму, необходимому для восстановления аффинности донорного антитела. Протокол выбора остат-
ков в акцепторных каркасных областях, которые может потребоваться изменить, представлен в WO 
91/09967. 

Домены константной области молекулы антитела согласно настоящему изобретению, если они при-
сутствуют, можно выбрать с учетом предполагаемой функции молекулы антитела и, в частности, эффек-
торных функций, которые могут потребоваться. Например, домены константной области могут пред-
ставлять собой домены IgA, IgD, IgE, IgG или IgM человека. В частности, можно применять домены кон-
стантной области IgG человека, особенно изотипов IgG1 и IgG3, когда молекула антитела предназначена 
для применения в терапии, и требуются эффекторные функции антитела. В качестве альтернативы, мож-
но применять изотипы IgG2 и IgG4, когда молекула антитела предназначена для терапевтических целей, 
и эффекторные функции антитела не требуются, например, просто для нейтрализации или агонизма ан-
тигена. Должно быть очевидно, что варианты последовательностей данных доменов константной облас-
ти также можно применять. Например, можно применять молекулы IgG4, в которых серин в положении 
241 был заменен на пролин, как описано в Angal и др., Molecular Immunology, 1993, 30 (1), 105-108. Для 
специалиста в данной области также должно быть очевидно, что антитела могут подвергаться различным 
посттрансляционным модификациям. Тип и масштабы данных модификаций часто зависят от линии кле-
ток-хозяев, используемой для экспрессии антитела, а также от условий культивирования. Такие модифи-
кации могут включать изменения в гликозилировании, окисление метионина, образование дикетопипера-
зина, изомеризацию аспартата и дезаминирование аспарагина. Частой модификацией является утрата 
карбоксиконцевого основного остатка (такого как лизин или аргинин) в результате действия карбокси-
пептидаз (что описано у Harris, RJ. Journal of Chromatography 705:129-134, 1995). 
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Составы. 
В объем настоящего описания также входит фармацевтический состав вируса, описанного в данной 

заявке. 
В одном варианте реализации предложен жидкий состав для парентерального применения, напри-

мер, для инфузии или инъекции, способного реплицироваться онколитического вируса или неспособного 
реплицироваться вирусного вектора согласно настоящему описанию, при этом состав содержит дозу в 
диапазоне от 1×1010 до 1×1014 вирусных частиц на объем дозы. 

Термин "состав для парентерального применения" означает состав, разработанный для доставки не 
через желудочно-кишечный тракт. Обычные пути парентеральной доставки включают инъекцию, имплан-
тацию или инфузию. В одном варианте реализации состав предложен в форме для болюсной доставки. 

В одном варианте реализации состав для парентерального применения находится в форме для инъ-
екции. Инъекция включает внутривенную, подкожную, внутриопухолевую или внутримышечную инъек-
цию. Термин "инъекция", используемый в данной заявке, означает введение жидкости в организм через 
шприц. В одном варианте реализации способ согласно настоящему описанию не включает внутриопухо-
левую инъекцию. 

В одном варианте реализации состав для парентерального применения находится в форме для ин-
фузии. 

Термин "инфузия", используемый в данной заявке, означает введение жидкости с низкой скоростью 
с помощью капельницы, инфузионного насоса, шприцевой помпы или эквивалентного устройства. В од-
ном варианте реализации инфузию вводят в течение периода времени в диапазоне от 1,5 мин до 120 мин, 
например, в течение приблизительно 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40, 
45, 50, 55, 60, 65, 70, 65, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110 или 115 мин. 

В одном варианте реализации одну дозу состава менее 100 мл, например, 30 мл, например, вводят с 
помощью шприцевой помпы. 

В одном варианте реализации инъекцию вводят в виде медленной инъекции, например, в течение 
периода времени от 1,5 до 30 мин. 

В одном варианте реализации состав предназначен для внутривенного (в/в) введения. Данный путь 
особенно эффективен для доставки онколитического вируса, так как он позволяет быстрый доступ к 
большинству органов и тканей, и особенно полезен для лечения метастазов, например, закрепившихся 
метастазов, особенно расположенных в сильно васкуляризованных областях, таких как печень и легкие. 

Терапевтические составы, как правило, будут стерильными и стабильными в условиях производст-
ва и хранения. Композиция может находиться в форме раствора, микроэмульсии, липосом или другого 
состава для парентерального применения, подходящего для введения человеку, и может находиться в 
форме предварительно наполненного устройства, такого как шприц или пробирка, в частности, в виде 
разовой дозы. 

Состав, как правило, будет содержать фармацевтически приемлемый разбавитель или носитель, на-
пример, нетоксичный изотонический носитель, который совместим с вирусом и в котором вирус стаби-
лен в течение необходимого периода времени. 

Носитель может представлять собой растворитель или дисперсионную среду, содержащую, напри-
мер, воду, этанол, полиол (например, глицерин, пропиленгликоль и жидкий полиэтиленгликоль, и тому 
подобные полиолы), и подходящие их смеси. Подходящую текучесть можно поддерживать, например, 
путем применения диспергирующего агента или поверхностно-активного вещества, такого как лецитин 
или неионное поверхностно-активное вещество, такое как полисорбат 80 или 40. В дисперсиях поддер-
жанию необходимого размера частиц может способствовать присутствие поверхностно-активного веще-
ства. Примеры изотонических агентов включают сахара, полиспирты, такие как маннит, сорбит или хло-
рид натрия в композиции. 

В одном варианте реализации используемые составы для парентерального применения могут со-
держать один или более из следующих компонентов: буфер, например, 4-(2-гидроксиэтил)-1-
пиперазинэтансульфоновую кислоту, фосфатный буфер и/или буфер Трис, сахар, например, декстрозу, 
маннозу, сахарозу или аналогичный сахар, соль, такую как хлорид натрия, хлорид магния или хлорид 
калия, детергент, такой как неионное поверхностно-активное вещество, такое как бридж, PS-80, PS-40 
или аналогичное вещество. Состав также может содержать консервант, такой как ЭДТА, или этанол, или 
комбинацию ЭДТА и этанола, которые, как считают, предотвращают один или более возможных путей 
деградации. 

В одном варианте реализации состав будет содержать очищенный онколитический вирус согласно 
настоящему описанию, например, от 1×1010 до 1×1014 вирусных частиц на дозу, например, от 1×1010 до 
1×1012 вирусных частиц на дозу. В одном варианте реализации концентрация вируса в составе находится 
в диапазоне от 2×108 до 2×1014 вч/мл, например, составляет 2×1012 вч/мл. 

В одном варианте реализации состав для парентерального применения содержит глицерин. 
В одном варианте реализации состав содержит онколитический аденовирус, описанный в данной 

заявке, HEPES (N-2-гидроксиэтилпиперазин-N'-2-этансульфоновую кислоту), глицерин и буфер. 
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В одном варианте реализации состав для парентерального применения состоит из вируса согласно 
настоящему описанию, HEPES, например, 5 мМ, глицерина, например, 5-20%-ного (в объемном отноше-
нии), соляной кислоты, например, для подведения pH до диапазона 7-8, и воды для инъекций. 

В одном варианте реализации 0,7 мл вируса согласно настоящему описанию при концентрации 
2×1012 вч/мл включают в состав с 5 мМ HEPES, 20% глицерином при конечном pH 7,8. 

Всестороннее обсуждение фармацевтически приемлемых носителей доступно в Remington's Phar-
maceutical Sciences (Mack Publishing Company, Нью-Джерси 1991). 

В одном варианте реализации состав предусмотрен в виде состава для топического введения, вклю-
чая ингаляцию. 

Подходящие ингалируемые препараты включают ингалируемые порошки, дозированные аэрозоли, 
содержащие пропеллентные газы, или ингалируемые растворы, свободные от пропеллентных газов. Ин-
галируемые порошки согласно настоящему описанию, как правило, будут содержать вирус, описанный в 
данной заявке, с физиологически приемлемым вспомогательным веществом. 

Данные ингалируемые порошки могут содержать моносахариды (например, глюкозу или арабино-
зу), дисахариды (например, лактозу, сахарозу, мальтозу), олиго- и полисахариды (например, декстраны), 
полиспирты (например, сорбит, маннит, ксилит), соли (например, хлорид натрия, карбонат кальция) или 
их смеси друг с другом. Моно- или дисахариды, лактозу или глюкозу, подходящим образом используют 
в частности, но не исключительно, в форме их гидратов. 

Для депонирования в легком требуется размер частиц менее 10 микрон, например, 1-9 микрон, на-
пример, от 0,1 до 5 мкм, в частности, от 1 до 5 мкм. Размер частиц, несущих вирус, имеет первостепен-
ное значение, и, следовательно, в одном варианте реализации вирус согласно настоящему описанию 
можно адсорбировать или абсорбировать на частице, такой как частица лактозы данного размера. 

Пропеллентные газы, которые можно применять для получения аэрозолей для ингаляций, известны 
в данной области. Подходящие пропеллентные газы выбирают из углеводородов, таких как н-пропан, н-
бутан или изобутан, и галогенированных углеводородов, таких как хлорированные и/или фторированные 
производные метана, этана, пропана, бутана, циклопропана или циклобутана. Упомяутые выше пропел-
лентные газы можно применять отдельно или в виде смесей друг с другом. 

Особенно подходящие пропеллентные газы представляют собой производные галогенированных 
алканов, выбранные из TG11, TG12, TG134а и TG227. Из упомянутых выше галогенированных углево-
дородов особенно подходят TG134a (1,1,1,2-тетрафторэтан) и TG227 (1,1,1,2,3,3,3-гептафторпропан) и их 
смеси. 

Содержащие пропеллентный газ аэрозоли для ингаляций также могут содержать другие ингредиен-
ты, такие как сорастворители, стабилизаторы, поверхностно-активные агенты (поверхностно-активные 
вещества), антиоксиданты, смазывающие вещества и средства для подведения pH. Все данные ингреди-
енты известны в данной области. 

Содержащие пропеллентный газ аэрозоли для ингаляций согласно настоящему изобретению могут 
содержать до 5% по массе активного вещества. Аэрозоли согласно настоящему изобретению содержат, 
например, от 0,002 до 5% по массе, от 0,01 до 3% по массе, от 0,015 до 2% по массе, от 0,1 до 2% по мас-
се, от 0,5 до 2% по массе или от 0,5 до 1% по массе активного ингредиента. 

В качестве альтернативы топическое введение в легкое также можно осуществлять путем введения 
жидкого раствора или суспензионного состава, например, используя такое устройство как небулайзер, 
например, небулайзер, соединенный с компрессором (например, небулайзер Pari LC-Jet Plus(R), соеди-
ненный с компрессором Pari Master(R) производства Pari Respiratory Equipment, Inc., Ричмонд, Вирги-
ния). 

Вирус согласно настоящему изобретению можно доставлять диспергированным в растворителе, на-
пример, в виде раствора или суспензии, например, как уже описано выше для составов для парентераль-
ного применения. Его можно суспендировать в подходящем физиологическом растворе, например, соле-
вом растворе или другом фармакологически приемлемом растворителе или буферном растворе. Буфер-
ные растворы, известные в данной области, могут содержать от 0,05 до 0,15 мг динатрия эдетата, от 8,0 
до 9,0 мг NaCl, от 0,15 до 0,25 мг полисорбата, от 0,25 до 0,30 мг безводной лимонной кислоты и от 0,45 
до 0,55 мг цитрата натрия на 1 мл воды, чтобы добиться pH приблизительно от 4,0 до 5,0. 

Терапевтические суспензии или суспензионные составы также могут содержать одно или более 
вспомогательных веществ. Вспомогательные вещества хорошо известны в данной области и включают 
буферы (например, цитратный буфер, фосфатный буфер, ацетатный буфер и бикарбонатный буфер), 
аминокислоты, мочевину, спирты, аскорбиновую кислоту, фосфолипиды, белки (например, сывороточ-
ный альбумин), ЭДТА, хлорид натрия, липосомы, маннит, сорбит и глицерин. Растворы или суспензии 
можно инкапсулировать в липосомы или биоразлагаемые микросферы. Состав, как правило, будет пред-
ложен в по существу стерильной форме, полученной с помощью стерильных процессов производства. 

Это может включать получение и стерилизацию путем фильтрации буферного растворите-
ля/раствора, используемого для состава, асептическое суспендирование антитела в стерильном буферном 
растворителе/растворе, и распределение состава по стерильным резервуарам с помощью способов, из-
вестных средним специалистам в данной области. 
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Распыляемый состав согласно настоящему описанию можно предложить, например, в виде отдель-
ных единиц доз (например, запечатанных пластиковых контейнеров или пробирок), упакованных в обо-
лочку из фольги. Каждая пробирка содержит разовую дозу в объеме, например, 2 мл буферного раство-
рителя/раствора. 

Лечение. 
В дополнительном аспекте в объем настоящего описания входит вирус или вирусный вектор, или 

содержащая его композиция, описанная в данной заявке, для применения для лечения, в частности, для 
лечения рака. 

В одном варианте реализации способ лечения предназначен для применения для лечения опухоли. 
Подразумевают, что термин "опухоль", используемый в данной заявке, относится к аномальной 

массе ткани, которая возникает в результате избыточного деления клеток, которое не контролируется и 
прогрессирует, также называемой новообразованием. Опухоли могут быть либо доброкачественными 
(нераковыми), либо злокачественными. В объем термина "опухоль" входят все формы рака и метастазы. 

В одном варианте реализации опухоль представляет собой солидную опухоль. Солидная опухоль 
может быть локализованной или метастазирующей. 

В одном варианте реализации опухоль эпителиального происхождения. 
В одном варианте реализации опухоль представляет собой злокачественное новообразование, такое 

как колоректальный рак, гепатома, рак предстательной железы, рак поджелудочной железы, рак молоч-
ной железы, рак яичников, рак щитовидной железы, рак почки, рак мочевого пузыря, рак головы и шеи 
или рак легких. 

В одном варианте реализации опухоль представляет собой колоректальное злокачественное ново-
образование. 

Термин "злокачественное новообразование", используемый в данной заявке, означает раковые 
клетки. 

В одном варианте реализации онколитический вирус или вирусный вектор применяют для лечения 
или предотвращения метастазов. 

В одном варианте реализации способ или состав, описанный в данной заявке, применяют для лече-
ния лекарственно-устойчивых видов рака. 

В одном варианте реализации вирус или вирусный вектор вводят в комбинации с проведением до-
полнительного лечения или терапии рака. 

В одном варианте реализации предложен вирус, вирусный вектор или состав согласно настоящему 
описанию для применения для производства лекарственного средства для лечения рака, например, опи-
санного выше рака. 

В дополнительном аспекте предложен способ лечения рака, включающий введение терапевтически 
эффективного количества вируса или состава согласно настоящему описанию нуждающемуся в этом 
пациенту, например пациенту - человеку. 

В одном варианте реализации онколитический вирус или состав в данной заявке вводят в комбина-
ции с другой терапией. 

Предполагается, что в объем термина "в комбинации", используемого в данной заявке, входит вве-
дение онколитического вируса или вирусного вектора перед, одновременно и/или после лечения или те-
рапии рака. 

Терапия рака включает хирургическое вмешательство, лучевую терапию, целевую (таргетную) те-
рапию и/или химиотерапию. 

Термин "лечение рака", используемый в данной заявке, относится к лечению терапевтическим со-
единением или биологическим агентом, например антителом, предназначенным для лечения и/или под-
держивающей терапии рака. 

В одном варианте реализации лечение рака выбрано из любой другой противораковой терапии, 
включая химиотерапевтический агент, таргетный противораковый агент, радиотерапию, радиоизотоп-
ную терапию или любую комбинацию перечисленного. 

В одном варианте реализации вирус или вирусный вектор согласно настоящему описанию можно 
применять в качестве предварительного лечения перед терапией, такой как хирургическое вмешательст-
во (неоадъювантной терапии), чтобы уменьшить размеры опухоли, для лечения метастазов и/или предот-
вращения метастазирования или образования дополнительных метастазов. Онколитический вирус или 
вирусный вектор можно применять после терапии, такой как хирургическое вмешательство (адъювант-
ная терапия), для лечения метастазов и/или предотвращения метастазирования или образования допол-
нительных метастазов. 

Термин "одновременно", используемый в данной заявке, представляет собой введение дополни-
тельного лекарственного средства от рака в то же время или приблизительно в то же время, что и введе-
ние композиции онколитического вируса или вирусного вектора. Указанное лекарственное средство мо-
жет содержаться внутри той же композиции, или его можно вводить в виде отдельной композиции. 

В одном варианте реализации вирус или вирусный вектор вводят в комбинации с введением химио-
терапевтического агента. 
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Подразумевают, что химиотерапевтический агент, используемый в данной заявке, относится к спе-
цифическим противоопухолевым химическим агентам или лекарственным средствам, которые избира-
тельно разрушают злокачественные клетки и ткани. Например, алкилирующие агенты, антиметаболиты, 
антрациклины, растительные алкалоиды, ингибиторы топоизомеразы и другие противоопухолевые аген-
ты. Другие примеры химиотерапии включают доксорубицин, 5-фторурацил (5-FU), паклитаксел, капеци-
табин, иринотекан и платины, такие как цисплатин и оксалиплатин. Предпочтительную дозу может вы-
брать практикующий врач на основании природы рака, от которого лечат. 

В одном варианте реализации терапевтический агент представляет собой ганцикловир, который 
может помочь контролировать иммунные ответы и/или васкуляризацию опухоли. 

В одном варианте реализации терапевтический агент представляет собой ингибитор контрольных 
точек иммунного ответа, такой как ингибитор PD-1, ингибитор PD-L1, в частности, при этом ингибитор 
представляет собой моноклональное антитело или фрагмент антитела. 

В одном варианте реализации один или более методов лечения, используемых в способе в данной 
заявке, метрономные, что означает непрерывное или частое лечение низкими дозами противораковых 
лекарственных средств, которые часто дают одновременно с другими способами терапии. 

Онколитические аденовирусы подгруппы В, в частности, Ad11 и полученные из них, такие как 
EnAd, могут быть особенно синергичны с химиотерапевтическими средствами, так как, похоже, их меха-
низм действия по большей части не зависит от апоптоза, и они уничтожают раковые клетки преимущест-
венно посредством некролитического механизма. Более того, подавление иммунитета, которое происхо-
дит во время химиотерапии, может позволить онколитическому вирусу действовать с большей эффек-
тивностью. 

Терапевтическая доза, используемая в данной заявке, относится к количеству вируса или вирусного 
вектора, которое подходит для достижения предполагаемого терапевтического эффекта при применении 
в подходящей схеме лечения, например, снижает выраженность симптомов или состояний заболевания. 
Дозу можно считать терапевтической дозой для лечения рака или метастазов, если количество вирусных 
частиц может быть достаточным, чтобы привести к следующему: опухоль или метастатический рост за-
медляется или останавливается, или обнаруживают уменьшение размера опухоли или метастазов, и/или 
увеличивается продолжительность жизни пациента. Подходящие терапевтические дозы, как правило, 
приводят к равновесию между терапевтическим эффектом и переносимой токсичностью, например, ко-
гда побочный эффект и токсичность переносимы с учетом пользы, достигаемой терапией. 

В одном варианте реализации предложено системное введение множества доз парентерального со-
става онколитического аденовируса согласно настоящему описанию в одном цикле лечения, например, 
при котором суммарная доза, которую дают при каждом введении, находится в диапазоне от 1×1010 до 
1×1014 вирусных частиц на дозу. 

В одном варианте реализации одну или более доз (например, каждую дозу) вируса или вирусного 
вектора вводят таким образом, что скорость доставки вирусных частиц находится в диапазоне от 2×1010 
частиц в минуту до 2×1012 частиц в минуту. 

В одном варианте реализации вирус или терапевтическую конструкцию согласно настоящему опи-
санию (включая состав, содержащий их) вводят еженедельно, например, в неделю 1 дозу вводят в дни 1, 
3, 5, а затем вводят одну дозу каждую последующую неделю. 

В одном варианте реализации вирус или терапевтическую конструкцию согласно настоящему опи-
санию (включая состав, содержащий их) вводят два раза в неделю или три раза в неделю, например, вво-
дят в неделю 1 в дни 1, 3 и 5 и в неделю 2 или 3 также вводят в дни 1, 3 и 5. Данную схему применения 
можно повторять столько раз, сколько необходимо. 

В одном варианте реализации вирус или терапевтическую конструкцию согласно настоящему опи-
санию (включая состав, содержащий их) вводят ежемесячно. 

В одном варианте реализации вирусы, вирусные векторы и конструкции согласно настоящему опи-
санию получают с помощью рекомбинантных методик. Для специалиста должно быть очевидно, что ге-
ном "вооруженного" вируса или вирусного вектора можно получить с помощью других технических 
средств, включая синтез полноразмерного генома или плазмиды, содержащей часть генома. Для специа-
листа должно быть очевидно, что в случае синтеза генома участок вставки может не содержать нуклео-
тиды сайтов рестрикции, так как последние представляют собой артефакты после вставки генов с приме-
нением способов клонирования. 

В одном варианте реализации геном вооруженного вируса или вирусного вектора получен полно-
стью синтетическим путем. 

Описание в данной заявке дополнительно распространяется на вирус формулы (I) или его субфор-
мулы, который получен или который можно получить путем встраивания трансгена или кассеты транс-
генов. 

Термин "является", используемый в данной заявке, означает включающий. 
В контексте данного описания "включающий" следует истолковывать как "содержащий в себе". 
Предполагается, что варианты реализации настоящего изобретения, включающие некоторые свой-
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ства/элементы, также распространяются на альтернативные варианты реализации, "состоящие" или "со-
стоящие по существу" из соответствующих элементов/свойств. 

Когда это технически возможно, варианты реализации настоящего изобретения можно комбиниро-
вать. Технические руководства, такие как патенты и заявки на патент, включены в данную заявку по-
средством ссылки. 

Любые варианты реализации, конкретно и явно перечисленные в данной заявке, могут лежать в ос-
нове отказа, либо отдельно, либо в комбинации с одним или более дополнительными вариантами реали-
зации. 

Настоящее изобретение дополнительно описано исключительно путем иллюстрирования в сле-
дующих примерах. 

Примеры 

Пример 1. Получение вирусов EnAd, экспрессирующих активирующий Т-клетки антиген CD80 и 
заякоренный в мембрану одноцепочечный фрагмент Fv антитела к цепи ε комплекса CD3 человека 
(CD3ε). 

Плазмиду pEnAd2.4 использовали для получения плазмид pNG-348 путем вставки напрямую кассе-
ты, кодирующей активирующий Т-клетки антиген CD80 человека (SEQ ID NO: 98) и заякоренную в мем-
брану химерную форму одноцепочечного Fv к CD3e человека (SEQ ID NO: 4). Кассета pNG-348 содер-
жит: 5' короткую акцепторную последовательность сплайсинга (CAGG); кДНК заякоренного в мембрану 
ScFv к CD3ε человека; самоотщепляющуюся с высокой эффективностью последовательность пептида 
Р2А (SEQ ID NO: 94); последовательность кДНК CD80 человека и 3' последовательность полиаденили-
рования (SEQ ID NO: 99). Схематическое изображение встроенной кассеты трансгенов показано на фиг. 
2С. Конструкцию плазмиды подтверждали с помощью секвенирования ДНК. Получение и определение 
характеристик вируса. 

Плазмиду pNG-348 линеаризовали путем рестрикционного расщепления ферментом AscI с получе-
нием генома вируса NG-348 (SEQ ID NO: 100). Вирус NG-348 амплифицировали и очищали согласно 
способам, приведенным ниже. 

Расщепленную ДНК очищали путем экстракции фенолом/хлороформом и преципитировали в тече-
ние 16 ч при -20°С в 300 мкл >95% этанола достаточной для молекулярной биологии чистоты и 10 мкл 3 
М ацетата натрия. Преципитированную ДНК осаждали путем центрифугирования при 14000 об/мин в 
течение 5 мин и промывали в 500 мкл 70% этанола перед повторным центрифугированием при 14000 
об/мин в течение 5 мин. Осадок чистой ДНК сушили на воздухе, ресуспендировали в 500 мкл OptiMEM, 
содержащей 15 мкл реагента для трансфекции липофектамина и инкубировали в течение 30 мин при 
комнатной температуре. Смесь для трансфекции затем добавляли по каплям во флакон Т-25, содержащий 
клетки 293, выращенные до 70% конфлюентности. После инкубации клеток со смесью для трансфекции 
в течение 2 ч при 37°С, 5% CO2, к клеткам добавляли 4 мл среды для клеток (DMEM с высоким содержа-
нием глюкозы с глутамином, дополненной 2% эмбриональной бычьей сывороткой (ЭБС)) и флаконы 
инкубировали при 37°С, 5% CO2. 

Трансфицированные клетки 293 контролировали каждые 24 ч и добавляли в них дополнительную 
среду каждые 48 - 72 ч. Продукцию вируса контролировали по наблюдаемому значительному цитопати-
ческому действию (ЦПД) в монослое клеток. После обнаружения обширного ЦПД собирали вирус из 
клеток 293 с помощью трех циклов замораживания-оттаивания. Собранные вирусы использовали для 
повторного инфицирования клеток 293, чтобы амплифицировать исходные растворы вируса. Жизнеспо-
собность полученного во время амплификации вируса подтверждали по наблюдению значительного 
ЦПД в монослое клеток. После обнаружения ЦПД собирали вирус из клеток 293 с помощью трех циклов 
замораживания-оттаивания. Амплифицированный исходный раствор использовали для дополнительной 
амплификации перед очисткой вируса путем двукратного разделения в градиенте хлорида цезия для по-
лучения исходного раствора вируса NG-330. 

Пример 2. Получение вирусов EnAd, экспрессирующих активирующий Т-клетки антиген CD80 и зая-
коренный в мембрану одноцепочечный фрагмент Fv антитела к цепи ε комплекса CD3 человека (CD3ε). 

Плазмиду pEnAd2.4 использовали для получения плазмид pNG-348A путем вставки напрямую кас-
сеты, кодирующей активирующий Т-клетки антиген CD80 человека (SEQ ID NO: 98) и заякоренную в 
мембрану химерную форму одноцепочечного Fv к CD3ε человека с С-концевой меткой V5 (SEQ ID  
NO: 5). Кассета pNG-348 содержит: 5' короткую акцепторную последовательность сплайсинга (CAGG); 
кДНК заякоренного в мембрану ScFv к CD3ε человека; С-концевую метку V5 (SEQ ID NO: 101); само-
отщепляющуюся с высокой эффективностью последовательность пептида Р2А (SEQ ID NO: 94); после-
довательность кДНК CD80 человека и 3' последовательность полиаденилирования (SEQ ID NO: 99). 
Схематическое изображение кассет трансгенов NG-348A показано на фиг. 26А. Конструкцию плазмиды 
подтверждали с помощью секвенирования ДНК. Получение и определение характеристик вируса. 

Плазмиду pNG-348A линеаризовали путем рестрикционного расщепления ферментом AscI с полу-
чением генома вируса NG-348A (SEQ ID NO: 102). Вирус NG-348A амплифицировали и очищали в соот-
ветствии со способами, подробно описанными в примере 1. 
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Пример 3. Получение вирусов EnAd, экспрессирующих заякоренный в мембрану одноцепочечный 
фрагмент Fv антитела к цепи ε комплекса CD3 человека (CD3ε). 

Плазмиду pEnAd2.4 использовали для получения плазмид pNG-420 и pNG-420A путем вставки на-
прямую кассет, кодирующих заякоренную в мембрану химерную форму одноцепочечного Fv к CD3ε 
человека с С-концевой меткой V5 (SEQ ID NO: 5) или без метки V5 (SEQ ID NO: 4). Кассета pNG-420 
содержит: 5' короткую акцепторную последовательность сплайсинга (CAGG); кДНК заякоренного в 
мембрану ScFv к CD3ε человека и 3' последовательность полиаденилирования (SEQ ID NO: 99). Кассета 
pNG-420А содержит: 5' короткую акцепторную последовательность сплайсинга (CAGG); кДНК заяко-
ренного в мембрану ScFv к CD3ε человека; С-концевую метку V5 (SEQ ID NO: 101) и 3' последователь-
ность полиаденилирования (SEQ ID NO: 99). Схематические изображения кассет трансгенов NG-420 и 
NG-420A показаны на фиг. 3В и 3С. Конструирование каждой плазмиды подтверждали с помощью сек-
венирования ДНК. 

Получение и определение характеристик вируса. 
Плазмиды pNG-420 и pNG-420A линеаризовали путем рестрикционного расщепления ферментом 

AscI с получением геномов вирусов NG-420 (SEQ ID NO: 103) и NG-420A (SEQ ID NO: 104). Вирусы 
NG-420 и NG-420A амплифицировали и очищали в соответствии со способами, подробно описанными в 
примере 1. 

Пример 4. Онколитическая активность и инфицирующая способность вирусов NG-347 и NG-348 в 
клетках карциномы толстого кишечника. 

Онколитическая эффективность вируса. 
Клетки карциномы толстого кишечника НТ-29 высевали в 96-луночные планшеты при плотности кле-

ток, равной 2,5×104 клеток/лунку. Планшеты инкубировали в течение 4 часов, 37°С, 5% CO2, перед инфи-
цированием клеток вирусными частицами EnAd, NG-347 или NG-348 при плотности инфекции в диапазоне 
100-0,39 вирусных частиц на клетку (вч/к). Жизнеспособность клеток НТ-29 оценивали, применяя реагент 
Cell Titre 96 MTS (Promega: G3581) через 72 ч после инфекции. Количественный анализ % выживаемости 
клеток при каждой плотности инфекции продемонстрировал, что онколитическая эффективность NG-348 
была сравнима с таковой для EnAd (фиг. 43). Инфицирующая способность вирусных частиц. 

Клетки карциномы толстого кишечника НТ-29 высевали в 12-луночные планшеты при плотности 
клеток, равной 4×105 клеток/лунку. Планшеты инкубировали в течение 24 часов, 37°С, 5% CO2, перед 
инфицированием клеток вирусными частицами EnAd, NG-347 или NG-348 при плотности инфекции в 
диапазоне 1,6×107-2×106 вч/мл. Инфицирование клеток НТ-29 детектировали путем окрашивания антите-
лом вирусного белка гексона. Окрашенные клетки подсчитывали путем подсчета вручную 6 полей зре-
ния на лунку, по 6 повторным лункам для каждого исследуемого разведения. Отношение частиц к инфи-
цирующей способности (Ч:И) рассчитывали для каждого вируса из данного титра вируса и продемонст-
рировали, что отношения инфицирующей способности NG-348 было сходно с таковым для эталонных 
контролей EnAd (фиг. 43, таблица). 

Пример 5. Экспрессия активирующего Т-клетки антигена CD80 на поверхности клеток из линий 
клеток карциномы, инфицированных NG-347 и NG-348. 

Экспрессию трансгена CD80 (которую оценивали с помощью проточной цитометрии) сравнивали в 
обработанной NG-348 и EnAd линии клеток карциномы толстого кишечника DLD-1 или линии клеток 
карциномы легкого А549. Линии клеток карциномы А549 или DLD-1 высевали в 12-луночные планшеты 
при плотности клеток, равной 7,5×105 клеток/лунку. Планшеты инкубировали в течение 18 ч, 37°С, 5% 
CO2, перед инфицированием клеток 10 вирусными частицами на клетку (вч/к) либо EnAd, либо NG-348, 
или оставляли неинфицированными. Сравнивали экспрессию белка CD80 на поверхности клеток А549 
или DLD-1 через 24, 48, 72 или 96 ч после инфицирования. В каждый момент времени клетки собирали и 
окрашивали в соответствии со способами, подробно описанными ниже. 

Для выявления экспрессии CD80 на поверхности клеток, клетки затем инкубировали при 5°С в те-
чение 1 ч с буфером, либо с антителом мыши изотипического контроля, конъюгированным с Cy5, либо с 
антителом к CD80 человека, конъюгированным с Cy5 (клон 2D10). Все образцы также одновременно 
окрашивали красителем Zombie Aqua, чтобы отличить жизнеспособные клетки. Образцы промывали 
трижды 1% БСА/ФБР перед проведением анализа с помощью проточной цитометрии (FACS, Attune) для 
выявления жизнеспособных клеток и экспрессии белка CD80 на поверхности клеток. В соответствии с 
результатами экспрессии IFNα, экспрессию CD80 смогли обнаружить только на клетках НТ-29, при этом 
не обнаружили его экспрессию на обеих линиях клеток фибробластов или эпителия бронхов. 

Анализировали жизнеспособность клеток и экспрессию белка CD80 на поверхности клеток с помо-
щью проточной цитометрии. Анализ экспрессии CD80 через 72 ч после инфекции клеток А549 показал, 
что CD80 можно было обнаружить на поверхности >95% обработанных NG-348 клеток (фиг. 4А и 4В). 
Через 96 ч после инфекции, вирус лизировал большую часть клеток А549, следовательно, анализ мето-
дом сортировки клеток с возбуждением флуоресценции (FACS) не проводили. Для клеток DLD-1 экс-
прессию можно было обнаружить на >50% клеток через 96 ч после обработки NG-348 (фиг. 5А и 5В). 
Окрашивание не обнаруживали на EnAd или необработанных контролях. 
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Пример 6. Активация и дегрануляция Т-клеток, опосредованная инфицированными NG-348 линия-
ми клеток карциномы. 

Клетки карциномы легкого А549, либо инфицированные вирусными частицами NG-348 или EnAd, 
либо оставленные неинфицированными, совместно культивировали с Т-клетками, выделенными из 
МКПК человека, полученных от доноров. Селективность экспрессии кодируемого вирусом NG-348 CD80 
оценивали на поверхности как А549, так и Т-клеток с помощью проточной цитометрии. Активацию Т-
клеток оценивали путем анализа маркеров активации на поверхности клеток (с помощью проточной ци-
тометрии), экспрессии CD107а на поверхности клеток как маркера дегрануляции (с помощью проточной 
цитометрии) и секреции стимулирующих цитокинов IL-2 и IFNγ (с помощью ELISA). 

Клетки А549 высевали в 12-луночные планшеты при плотности 5×105 клеток/лунку. Планшеты ин-
кубировали в течение 18 ч, 37°С, 5% CO2, перед тем как клетки либо инфицировали 10 вирусными час-
тицами на клетку (вч/к) EnAd или NG-348, либо оставляли неинфицированными. Через 48 ч после инфи-
цирования, CD3+ Т-клетки, выделенные путем негативной селекции из МКПК (MACS), добавляли в мо-
нослои клеток А549 при соотношении 8 Т-клеток:1 опухолевую клетку. Совместное культивирование 
проводили в течение 16 ч, после чего собирали супернатанты клеток для анализа ELISA, а опухолевые 
клетки и Т-клетки собирали для анализа методом проточной цитометрии. 

Культуральные среды, содержащие неприкрепившиеся (неадгерентные) клетки, удаляли из лунок с 
совместной культурой и центрифугировали (300×g). Супернатант аккуратно удаляли, разбавляли 1 к 2 в 
ФБР с 5% БСА и хранили для анализа ELISA. Монослои прикрепившихся клеток однократно промывали 
ФБР, а затем отделяли от поверхности, применяя трипсин. Трипсин инактивировали, применяя полную 
среду, и указанные клетки добавляли в осадки клеток, которые были собраны из культуральных суперна-
тантов. Клетки центрифугировали (300×g), супернатант отбрасывали и осадок клеток промывали 200 мкл 
ФБР. Клетки снова центрифугировали, затем ресуспендировали в 50 мкл буфера для FACS (5% БСА в 
ФБР), содержащего Live/Dead Aqua (Life tech), в течение 15 мин при комнатной температуре. Клетки 
однократно промывали буфером для FACS перед окрашиванием панелью конъюгированных напрямую 
антител: антителом к CD3, конъюгированным с BV605; антителом к CD25, конъюгированным с BV421; 
антителом к CD107а, конъюгированным с FITC; антителом к EpCam, конъюгированным с РЕ, или анти-
телом к CD4, конъюгированным с РЕ; и либо антителом к CD80, конъюгированным с РЕ/Cy, либо анти-
телом к HLA-DR, конъюгированным с РЕ/Cy5. Образец клеток из каждого условия совместного культи-
вирования также окрашивали соответствующими антителами изотипического контроля. Все окрашива-
ния проводили в буфере для FACS в общем объеме 50 мкл/лунку в течение 15 мин, 4°С. Клетки затем 
промывали буфером для FACS (200 мкл) перед ресуспендированием в 200 мкл буфера для FACS и ана-
лизом с помощью проточной цитометрии (Attune). Селективная экспрессия CD80. 

Аналогично результатам, показанным в примере 14, экспрессию CD80 можно было обнаружить на 
поверхности >80% инфицированных NG-348 EpCam+ клеток А549, но не инфицированных EnAd или 
неинфицированных контрольных клеток (фиг. 6). Напротив, не смогли обнаружить экспрессию CD80 на 
поверхности CD3+ Т-клеток, что указывало на то, что по меньшей мере при данных условиях экспери-
мента экспрессия трансгена наблюдается селективно в опухолевых клетках из совместной культуры. 

Повышение экспрессии маркеров активации Т-клеток. 
В анализе методом проточной цитометрии активацию Т-клеток оценивали по экспрессии маркеров 

активации Т-клеток CD25 и HLA-DR на живых CD3+ отдельных клетках. Полученные результаты пока-
зали, что как количество Т-клеток, экспрессирующих CD25 (фиг. 7А и 7В), так и средний уровень экс-
прессии CD25 на поверхности Т-клеток (фиг. 7С) был значительно выше для Т-клеток, культивирован-
ных с инфицированными NG-348 клетками А549, чем с инфицированными EnAd или неинфицирован-
ными контролями. В частности, не наблюдали различия в статусе активации Т-клеток при сравнении 
необработанных контролен с EnAd (26,9±3,4% и 25,3±3,5% Т-клеток, экспрессирующих CD25, соответ-
ственно), тогда как экспрессия CD25 была повышена на большинстве клеток, совместно культивирован-
ных с NG-348 (83,2±1,5%). Экспрессию CD25 также анализировали на субпопуляциях CD4 и CD8 Т-
клеток путем установки дискриминационного окна для CD3+ Т-клеток на основании экспрессии на них 
CD4. Данные анализы показали, что экспрессия CD25 значительно повышена как на CD4+, так и на CD4- 
субпопуляциях Т-клеток в обработанных NG-348 совместных культурах по сравнению с EnAd и неинфи-
цированными контролями (фиг. 8). 

В противоположность CD25, количество клеток, экспрессирующих HLA-DR, было низким: <5% 
для всех исследованных условий (фиг. 9А). Причиной этому, вероятно, мог стать ранний момент време-
ни после совместного культивирования, в который проводили анализ методом проточной цитометрии. 
Тем не менее, наблюдали небольшое, но значимое повышение средней интенсивности флуоресценции 
окрашивания HLA-DR на клетках CD3+HLA-DR+ из обработанных NG-348 совместных культур по срав-
нению с контролями (фиг. 9В). 

Стимуляция дегрануляции Т-клеток. 
Анализ экспрессии CD107а на поверхности живых CD3+ Т-клеток показал значительное увеличение 

количества Т-клеток, которые дегранулировались, и, следовательно, окрасились CD107а, когда клетки 
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А549 инфицировали NG-348 (8,3±1,7% клеток) по сравнению либо с EnAd (0,6±0,2% клеток), либо с не-
обработанными контролями (0,1±0,02% клеток) (фиг. 10). Аналогично повышению экспрессии CD25, на 
обеих субпопуляциях CD4+ и CD4- Т-клеток выявили значительно повышенную экспрессию CD107а по 
сравнению с контролями EnAd или А549 (фиг. 11). Секреция стимулирующих цитокинов IL-2 и IFNγ. 

Для обнаружения экспрессии IL-2 или IFNγ супернатанты совместной культуры разбавляли в буфе-
ре для анализа 5% БСА/ФБР (в диапазоне от 1:100 до 1:1000) и проводили анализ ELISA, применяя набор 
"Human IL-2 Ready Set go" (Affymetrix) или набор "Human IFN gamma Ready Set go" (Affymetrix), следуя 
протоколу производителя. 

Концентрации секретированных IL-2 или IFNγ определяли путем интерполяции по стандартным 
кривым. Экспрессию IL-2 можно было обнаружить только в супернатантах совместных культур с инфи-
цированными NG-348 клетками А549, и нельзя было обнаружить ни в EnAd, ни в необработанных кон-
тролях (фиг. 12А). Экспрессию IFNγ также можно было обнаружить на очень высоких уровнях (>300 
нг/мл) в супернатантах совместных культур с инфицированными NG-348 клетками А549, которая была 
значительно выше, чем либо в EnAd, либо необработанных контролях (фиг. 12В). 

Пример 7. Активацию CD4 и CD8 Т-клеток могут независимо опосредовать инфицированные NG-
348 линии клеток карциномы. 

Клетки карциномы легкого А549, инфицированные вирусными частицами NG-348 или EnAd или 
оставленные неинфицированными, совместно культивировали либо с CD4+ Т-клетками, либо с CD8+ Т-
клетками, выделенными из МКПК человека, полученных от доноров. Активацию Т-клеток оценивали по 
секреции стимулирующего IFNγ в культуральные супернатанты. 

Клетки А549 высевали и инфицировали вирусными частицами NG-348 или EnAd или оставляли не-
инфицированными, согласно способам, подробно описанным в примере 14. Через 48 ч после инфекции 
CD4+ Т-клетки или CD8+ Т-клетки, выделенные путем негативной селекции из МКПК донора, добавляли 
к монослою клеток А549 при соотношении 8 Т-клеток на 1 опухолевую клетку. Через 16 ч собирали су-
пернатанты совместной культуры и оценивали в них IFNγ согласно подробно описанным способам. Ана-
лиз экспрессии IFNα с помощью ELISA. 

В супернатантах линий клеток НТ-29 или А549, инфицированных в течение 24, 48 или 72 ч 10 вч/к 
EnAd или NG-343 или оставленных неинфицированными, анализировали экспрессию секретируемого 
IFNα с помощью ELISA. 

Культуральные супернатанты удаляли из каждой лунки и центрифугировали в течение 5 мин, 1200 
об/мин, чтобы удалить обломки клеток. Супернатанты разбавляли в буфере для анализа 5% БСА/ФБР 
(1:2, или 1:50, или 1:100) и проводили анализ ELISA, применяя набор "Verikine Human IFN alpha" (Pb1 
assay science), следуя протоколу производителя. 

Концентрации секретированного IFNα определяли путем интерполяции по стандартным кривым. 
Экспрессию IFNα, которая повышалась в кондиционированных клетками супернатантах в ходе инфек-
ции, обнаружили в обеих линиях клеток НТ-29 и А549. 

Для CD4+ Т-клеток, экспрессию IFNγ обнаружили только в супернатантах совместных культур с 
инфицированными NG-348 клетками А549 и не смогли обнаружить ни для EnAd, ни для необработанных 
контролей (фиг. 13А). Для CD8+ Т-клеток, экспрессию IFNγ обнаружили на значительно более высоких 
уровнях для инфицированных NG-348 клеток А549, чем для EnAd или необработанных контролей (фиг. 
13В), демонстрируя, что активность вируса NG-348 в линиях опухолевых клеток может активировать 
секрецию IFNγ как CD8, так и CD4 клетками. 

Пример 8. 
Клетки карциномы легкого человека А549 и клетки фибробластов человека MRC5 культивировали 

с вирусами EnAd, NG-347 или NG-348 (при 10 вч/к), чтобы сравнить репликацию генома вируса, экс-
прессию гексона вируса и трансгена данными типами клеток. После 72 ч культивирования либо окраши-
вали клетки для анализа FACS маркеров на их поверхности, либо получали супернатанты и лизаты кле-
ток для анализов репликации генома вируса (количественная ПЦР, кПЦР) или экспрессии мРНК гексона 
или трансгена (количественная ПЦР с обратной транскрипцией, ОТ-кПЦР). 

Репликация генома вируса и экспрессия мРНК гексона для двух несущих трансген вирусов NG-347 
и NG-348 были эквивалентны таковым для исходного вируса EnAd (фиг. 14). Для NG-348 (фиг. 15) уров-
ни экспрессии трансгенной мРНК CD80 и ScFv к CD3 человека были высокими для опухолевых клеток 
А549, при этом для неопухолевых клеток MRC5 наблюдали лишь низкий уровень сигнала. Экспрессию 
белка CD80 на поверхности клеток, которую оценивали с помощью FACS, обнаружили на большинстве 
обработанных NG-348 клеток А549, но не смогли обнаружить на клетках MRC5, при этом CD80 не обна-
ружили ни на оставленных необработанными клетках, ни на обработанных EnAd клетках. Аналогично, 
экспрессия трансгенной мРНК и белка CD80 после обработки NG-347 была обнаружена только в опухо-
левых клетках А549, но не в клетках MRC5 (фиг. 16). 

Для обработанных EnAd и NG-347 культур клеток, уровни мРНК MIP1α и IFNα в клеточных лиза-
тах и секретированных белков в супернатантах измеряли с помощью ОТ-кПЦР и специфических ELISA, 
соответственно. Результаты (фиг. 17) показали селективную экспрессию обоих трансгенов опухолевыми 
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клетками А549, при этом не смогли обнаружить хемокин MIP-1α или цитокин IFNα в супернатантах 
MRC5. 

Пример 9. 
Селективность/активность вирусов EnAd, NG-347 и NG-348 с Т-клетками человека оценивали пу-

тем культивирования изолированных CD3+ Т-клеток в течение 3 дней либо с 500 вч/к, либо с 5000 вч/к 
каждого вируса. Селективность/активность оценивали путем а) анализа методом проточной цитометрии 
Т-клеток, окрашенных антителами, направленными на CD69, CD4, CD80, CD25 и CD3, b) анализа секре-
ции белков MIP-1α, IFNα и IFNγ человека с помощью ELISA, с) анализа репликации вируса с помощью 
кПЦР и d) анализа экспрессии генов с помощью ОТ-кПЦР. 

На фиг. 18 показано, что Т-клетки не поддерживали репликацию генома любого из исследуемых 
вирусов: в анализе ОТ-кПЦР гексона вируса наблюдали лишь фоновые сигналы. Опухолевые клетки 
А549 поддерживали высокие уровни экспрессии мРНК гексона. В анализах ОТ-кПЦР экспрессии транс-
генной мРНК Т-клетками выявили лишь фоновые сигналы (<1 копии/клетку) CD80 для обоих вирусов 
NG-347 и NG-348, и аналогичное отсутствие значительной экспрессии мРНК scFv к CD3 вирусом NG-
348, несмотря на высокий уровень воздействующего вируса (5000 вч/к). Высокие уровни экспрессии 
обоих трансгенов были обнаружены для обработанных (10 вч/к) опухолевых клеток А549 (фиг. 19 и 20). 
Экспрессию трансгенной мРНК IFNα и MIP-1α также селективно обнаружили в обработанных NG-347 
(но не EnAd) опухолевых клетках А549 (при 10 вч/к), но не в Т-клетках, обработанных 5000 вч/к (фиг. 
21). Кроме того, экспрессию белка CD80 на поверхности клеток обнаружили только с клетками А549, но 
не с Т-клетками как для NG-347, так и для NG-348 (фиг. 19 и 20). Обработка EnAd не приводила к экс-
прессии CD80 ни в одном типе клеток, и гибель клеток А549 (которую оценивали по поглощению краси-
теля) была сходно высокой для всех трех вирусов; низкий уровень неспецифической гибели Т-клеток 
был вызван всеми вирусами вследствие очень высоких уровней вирусных частиц, используемых в дан-
ном эксперименте (фиг. 19 и 20). Аналогичные результаты экспрессии мРНК и белка трансгена получа-
ли, когда вирусы использовали при 500 вч/к (результаты не представлены). 

В отсутствие опухолевых клеток очищенные Т-клетки человека не активировались с повышением 
экспрессии маркеров активации CD25 или CD69 при культивировании с любым из вирусов. 

Отсутствие экспрессии маркеров активации CD25 и CD69 очищенными CD3+ Т-клетками человека, 
обработанными 5000 вч/к различных вирусов. 

 
Пример 10. 
Эксперимент по селективности вируса, аналогичный таковому, описанному в примере 9, проводи-

ли, применяя неразделенные МКПК человека вместо очищенных Т-клеток, включая такую же оценку 
активности. Аналогично Т-клеткам человека в примере 9, результаты данного исследования в совокуп-
ности демонстрируют отсутствие репликации вируса и экспрессии трансгена МКПК человека. На фиг. 
12-14 показаны результаты для применения 5000 вч/к EnAd, NG-347 или NG-348, но сходные результаты 
были получены для применения 500 вч/к (не показано). На фиг. 12 показана репликация генома вируса и 
экспрессия мРНК гексона и на фиг. 13 и 14 показана экспрессия мРНК трансгена. Фоновые уровни для 
анализа устанавливали в соответствии с сигналами, полученными в данном анализе при добавлении со-
ответствующего вируса в культуральные среды, а затем обработке таким же способом, как и для образ-
цов клеточного лизата. Не обнаружили экспрессию трансгена CD80 на CD3+ Т-клетках или CD40+ клет-
ках (главным образом, В-клетках) в данных культурах МКПК с любым из вирусов (не показано). 

Опосредованная вирусными частицами NG-347 и NG-348 активация клеток врожденного иммуни-
тета (моноциты, ДК) в культурах МКПК была аналогична таковой для EnAd, что видно на фиг. 15 и 16 
по снижению экспрессии CD14 и повышению экспрессии HLA-DR и эндогенного CD80 на поверхности 
клеток, а также секреции MIP1α и IFNα (стоит отметить, что несмотря на то, что NG-347 кодирует обе 
данные молекулы в своем геноме, не наблюдали повышения уровней продукции над таковыми для EnAd 
и NG-348, которые не кодируют трансгены). 

Пример 11. 
Данный пример аналогичен по дизайну экспериментам, описанным в примерах 9 и 22 10 в данных 

исследованиях: МКПК человека или очищенные Т-клетки совместно культивировали с предварительно 
обработанными (48 ч) вирусом опухолевыми клетками А549 или фибробластами MRC5. Клетки А549 
или MRC5 обрабатывали 10 вч/к EnAd, NG-347, NG-348 или оставляли необработанными (НОК) и куль-
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тивировали в течение 48 ч, чтобы обеспечить достаточное время для репликации вируса и экспрессии 
любого трансгена. МКПК или Т-клетки затем добавляли в культуры и оставляли на 24 или 48 ч, чтобы 
оценить способность обработанных вирусом клеток активировать Т-клетки. 

На фиг. 17 представлены результаты репликации генома вируса, показывающие сравнимую репли-
кацию трех указанных вирусов в МКПК или Т-клетках, совместно культивированных с обоими типами 
клеток, уровни репликации были высокими для опухолевых клеток А549 и низкими для фибробластов 
MRC5. 

Активация Т-клеток, которую измерили по повышению экспрессии CD25 на поверхности, и дегра-
нуляция CD8 эффекторных Т-клеток, которую измерили по повышению экспрессии CD107а на поверх-
ности клеток, и продукция IFNγ, измеренная по внутриклеточному окрашиванию цитокинов, - все изби-
рательно стимулировали обработанные NG-348 клетки А549 по сравнению с EnAd, при этом стимуляция 
не опосредовалась совместными культурами MRC. 

Анализы методом проточной цитометрии активации CD3+ Т-клеток человека в совместных культу-
рах Т-клеток и МКПК с вирусами. 

 
н/о=не определяли. 

Секрецию IFNγ в супернатантах совместной культуры также оценивали количественно с помощью 
ELISA. Результаты (фиг. 28) сходным образом демонстрируют селективную активацию Т-клеток, совме-
стно культивированных с обработанными NG-348 опухолевыми клетками А549, но не фибробластами 
MRC5, при этом в анализах использовали либо очищенные Т-клетки, либо МКПК. 

Способность NG-347 активировать Т-клетки также оценивали путем измерения уровней CD69 на Т-
клетках из совместных культур либо очищенных Т-клеток, либо МКПК с опухолевыми клетками А549 
или фибробластами MRC5. В табл. 8 показано, что небольшое увеличение количества положительных по 
CD69 Т-клеток наблюдали при обработке NG-347 опухолевых клеток А549 по сравнению с EnAd, кото-
рый сам по себе приводил к увеличению экспрессии данного раннего маркера активации. Данные эффек-
ты не наблюдали в совместных культурах MRC5. На Т-клетках не обнаружили экспрессию CD80 (не по-
казано). 
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Экспрессия CD69 на Т-клетках из обработанных NG-347 или EnAd совместных культур. 

 
В отдельном эксперименте клетки А549, обработанные NG-347 и совместно культивированные с 

CD3+ Т-клетками человека, привели к повышению экспрессии маркера активации CD69 на Т-клетках и 
секреции IFNγ (см. фиг. 41 и 42). 

Пример 12. 
CD14+ моноцитарные клетки выделяли из МКПК путем разделения на покрытых антителом маг-

нитных гранулах и культивировали с IL-4 и GM-CSF человека, чтобы дифференцировать их в дендрит-
ные клетки. После 3 дней культивирования клетки обрабатывали EnAd, NG-347 или NG-348 при 5000 
вч/к или оставляли необработанными. В качестве положительного контроля активации некоторые клетки 
стимулировали LPS. Через два дня отбирали супернатанты для анализа цитокинов с помощью ELISA, 
окрашивали клетки для выявления экспрессии поверхностных маркеров активации и анализировали с 
помощью проточной цитометрии. В таблице 9 показано, что все вирусы вызывали повышение экспрес-
сии костимулирующих молекул CD80 и CD86, указывая на то, что данный обнаруженный ранее эффект 
опосредованной частицами активации клеток врожденного иммунитета не изменялся при встраивании 
трансгена в геномы NG-347 и NG-348. Все вирусы также стимулировали секрецию сходных уровней 
MIP-1α и IFNα (фиг. 29). 

Опосредованная частицами EnAd, NG-347 и NG-348 активация дендритных клеток человека. 

 
Пример 13. 
В серии экспериментов клетки JurkatDual использовали в совместных культурах с опухолевыми 

клетками в качестве репортерного анализа активации Т-клеток для оценки функциональности экспрес-
сии трансгена вирусами NG-347, NG-348 и NG-420, при этом EnAd служил в качестве отрицательного 
контроля. Клетки JurkatDual стабильно экспрессируют два различных репортерных гена: репортерный 
ген NFκB, продуцирующий секретируемую форму люциферазы, которая чувствительна к передаче сиг-
налов через комплекс Т-клеточного рецептора, и репортерный ген чувствительной к IFNα секретируемой 
щелочной фосфатазы (SEAP). Клетки А549 предварительно культивировали с вирусами при концентра-
ции 10 вч/к в течение двух дней, затем добавляли клетки JurkatDual для совместного культивирования в 
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течение ночи (18-24 ч), а затем собирали супернатанты для анализа люциферазы и активности SEAP. На 
фиг. 43 показано, что инфицированные NG-347 клетки А549 селективно вызывали продукцию SEAP, что 
согласуется с продукцией ими IFNα (см. фиг. 7), но не стимулировали активность люциферазы. Напро-
тив, NG-348, который экспрессирует связанный с мембраной scFv к CD3 для активации комплекса Т-
клеточного рецептора, стимулировал люциферазу, но не SEAP. 

В другом эксперименте клетки карциномы легкого А549 и клетки карциномы толстого кишечника 
НСТ-116, НТ-29 и DLD предварительно культивировали в течение 48 ч с 10 вч/к вирусов EnAd, NG-347, 
NG-348 или NG-420 перед совместным культивированием с клетками JurkatDual в течение ночи, и иссле-
довали уровни люциферазы в супернатантах, чтобы определить вызванный уровень активации. На фигу-
ре 31 показано, что все четыре типа клеток опухоли, культивированные с вирусами NG-348 или NG-420, 
которые кодируют scFv к CD3 на поверхности клетки, активировали клетки JurkatDual, тогда как EnAd и 
NG-347 не активировали, при этом уровни люциферазы были сходны с таковыми для неинфицированных 
контрольных опухолевых клеток (НИК). 

В другом эксперименте опухолевые клетки А549 или НТ-29 предварительно культивировали с раз-
личными количествами NG-348 или NG-420 перед добавлением клеток JurkatDual и измерением секре-
ции ими люциферазы. Результаты, представленные на фиг. 32, показывают, что активация NFκB В клет-
ках JurkatDual зависит от дозы вируса, используемой для обработки опухолевых клеток. 

Пример 14. 
Сравнивали фармакокинетику, биораспределение и опосредованную частицами EnAd и NG-348 ак-

тивность системной индукции цитокинов in vivo после в/в введения дозы иммунокомпетентным мышам 
CD1. Мышам вводили внутривенно дозу 5×109 частиц EnAd либо NG-348 и брали у них кровь через 2, 
10, 30, 60 и 120 мин после введения дозы. Из цельной крови выделяли ДНК и анализировали в ней уров-
ни генома вируса с помощью кПЦР (фиг. 33). Клиренс обоих вирусов из крови подчинялся сходной ки-
нетике. Аналогично, индукция ответа цитокинаМСР-1 (мера опосредованной частицами активации кле-
ток врожденного иммунитета, таких как клетки Купфера в печени) также была сходна для обоих виру-
сов, как и паттерны биораспределения по тканям (фиг. 33). 

Пример 15. 
Мышам СВ17 SCID имплантировали подкожно клетки НСТ116 и вводили путем инъекции внутрь 

опухоли (в/о) или внутривенно (в/в) вирусы EnAd, NG-347 или NG-348 (5×109 вирусных частиц) или 
контроль, после того как размер опухолей превысил 70 мм3. Для мышей, которым вводили дозу в/в, об-
разцы крови брали у трех мышей из каждой группы через 3, 15 и 30 мин после в/в введения дозы, выде-
ляли ДНК и оценивали уровень геномов вируса в крови с помощью кПЦР (анализ фармакокинетики 
[ФК]). Результаты (фиг. 34) показали, что у NG-347 и NG-348 сходная ФК с EnAd (и друг с другом). Че-
рез 6 ч опухоли, печени, легкие и селезенки иссекали из 3 мышей из каждой группы. Из гомогенизиро-
ванных тканей выделяли ДНК и анализировали уровень геномов вируса с помощью кПЦР (анализ био-
распределения). Результаты (фиг. 35А) показали сходное биораспределение по тканям для трех указан-
ных вирусов. Через 7 дней или 14-21 день опухоли иссекали из трех мышей из каждой группы и гомоге-
низировали для получения лизата опухоли, который использовали для получения как ДНК, так и РНК. 
Уровень геномов вируса в опухолях в два указанных момента времени измеряли с помощью анализа 
кПЦР выделенной ДНК. Результаты (фиг. 35В) показали, что опухоли из мышей, которым вводили дозу 
в/в и в/о, содержали более высокие уровни геномов вируса, чем количество вируса в введенной дозе, что 
свидетельствовало о репликации вируса в ткани, при этом в/о введение дозы приводило к более высоким 
уровням геномов, чем в/в в день 7, но оба уровня были аналогично высокими в промежуток времени 14 - 
21 день. Все три вируса реплицировались на сходных уровнях. 

Аналогично, уровни мРНК гексона вируса в лизатах опухоли, обнаруженные с помощью ОТ-кПЦР, 
были сопоставимы между EnAd, NG-347 и NG-348 в оба исследованных момента времени (фиг. 36 и 37). 
Сходные уровни мРНК scFv к CD3 и CD80 были обнаружены в оба момента времени и при обоих путях 
введения доз при обработке NG-348, при этом после введения дозы EnAd наблюдали лишь фоновые для 
данного анализа уровни (фиг. 37 и 38). Уровни мРНК MIP-1α и IFNα также селективно обнаруживали 
после либо в/о, либо в/в введения дозы NG-347 (фиг. 39). 

Уровни белка CD80, кодируемого обоими NG-347 и NG-348, и белка MIP-1α, кодируемого NG-347, 
измеряли в лизатах опухоли с помощью специфических ELISA. Результаты на фигуре 40 показывают, 
что после однократного в/в введения дозы вируса оба белка также можно было селективно обнаружить в 
экстрактах опухоли. Ни один из белков не был обнаружен в образцах крови из тех же мышей. 

Пример 16. 
Для того чтобы оценить активность и зависимость опухолевых клеток от вируса NG-348 in vivo, 

различные комбинации МКПК человека (5×107 клеток), опухолевых клеток А549 человека (5×106) и либо 
EnAd, либо NG-348 (при концентрации 5×109 вч/к) вводили путем инъекции в брюшную полость мышей 
с иммунодефицитом SCID-beige, при этом вирусы или контроль (солевой раствор) вводили в течение 15 
мин после инъекции клеток. Через 3 дня брюшную полость промывали 5 мл солевого раствора и полу-
ченные клетки анализировали с помощью анализа методом проточной цитометрии с панелью маркеров 
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активации Т-клеток (CD25, CD69 и HLA-DR), чтобы оценить уровни активации Т-клеток после установ-
ления окон дискриминации для популяции CD3+ Т-клеток. Результаты двух отдельных экспериментов 
(таблица 10) продемонстрировали, что NG-348 избирательно приводит к активации Т-клеток человека in 
vivo зависимым от опухолевых клеток образом. 

Активация in vivo Т-клеток человека в несущих опухоль А549 мышах вирусом NG-348. 

 

 

ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Способный реплицироваться онколитический аденовирус группы В, выбранный из группы, со-
стоящей из Ad11 и enadenotucirev (EnAd), при этом указанный вирус содержит трансген, расположенный 
между геном L5 аденовируса и геном Е4 аденовируса под контролем эндогенного главного позднего 
промотора, где указанный трансген кодирует: 

антитело или связывающий фрагмент указанного антитела, которые специфичны к белку CD3 ком-
плекса Т-клеточного рецептора (TCR); и 

трансмембранный домен или GPI-якорь; 
причем указанный вирус кодирует по меньшей мере один дополнительный трансген, 
при этом указанный дополнительный трансген кодирует цитокин, выбранный из группы, вклю-

чающей суперсемейство TNF, суперсемейство TGF бета, семейство IL-1, семейство IL-10, семейство IL-
17 и семейство интерферона, и указанный один или более дополнительных трансгенов расположены ме-
жду областью Е4 и белком фибриллы L5 под контролем главного позднего промотора, и 

при этом указанное экспрессированное антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного ан-
титела оказывают агонистическое действие и активируют Т-клетки, и 

при этом указанное антитело к CD3 или связывающий фрагмент указанного антитела и белок, коди-
руемый указанным дополнительным трансгеном, независимо экспрессируются заякоренными на поверх-
ности раковой клетки, и 

при этом указанный вирус не кодирует белок В7 или его активный фрагмент. 
2. Аденовирус согласно п.1, отличающийся тем, что указанный вирус представляет собой Ad11. 
3. Аденовирус согласно п.1, отличающийся тем, что указанный вирус представляет собой EnAd. 
4. Аденовирус согласно любому из пп.1-3, отличающийся тем, что указанный вирус является ком-

петентным по реплицикации. 
5. Аденовирус согласно любому из пп.1-4, отличающийся тем, что указанный трансмембранный 

домен выбран из последовательности, представленной в SEQ ID NO: 10-14. 
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6. Аденовирус согласно любому из пп.1-5, отличающийся тем, что указанное антитело или связы-
вающий фрагмент антитела выбраны из группы, включающей полноразмерное антитело, Fab, модифици-
рованный Fab, Fab', модифицированный Fab', F(ab')2, Fv, однодоменные антитела, scFv, би-, три- или те-
травалентные антитела, бис-scFv, диатела, триатела, тетратела, хуматела, дисульфидно-
стабилизированные формы любого из перечисленного и их связывающие эпитоп фрагменты. 

7. Аденовирус согласно любому из пп.1-6, отличающийся тем, что указанный связывающий фраг-
мент антитела представляет собой одноцепочечный Fv. 

8. Аденовирус согласно любому из пп.1-7, отличающийся тем, что указанный онколитический ви-
рус кодирует по меньшей мере два дополнительных трансгена. 

9. Аденовирус согласно п.8, отличающийся тем, что по меньшей мере один дополнительный транс-
ген кодирует связанный с мембраной белковый лиганд для рецепторов на поверхности иммунной клетки, 
выбранный из группы, включающей CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, VISTA, B7-H3, В7-Н4, HVEM, ILT-2, 
ILT-3, ILT-4, TIM-3, LAG-3, BTLA, LIGHT или CD160, например CTLA-4, PD-1, PD-L1, PD-L2, CD16, 
CD25, CD33, CD332, CD127, CD31, CD43, CD44, CD162, CD301a, CD301b и галектин-3, FLT-3, лиганд 
FLT-3, TLR, лиганды TLR, CCR7, CD1a, CD1c, CD11b, CD11c, CD80, CD83, CD86, CD123, CD172a, 
CD205, CD207, CD209, CD273, CD281, CD283, CD286, CD289, CD287, CXCR4, лиганд GITR, IFN-α2, IL-
12, IL-23, ILT1, ILT2, ILT3, ILT4, ILT5, ILT7, рецептор TSLP, CD141, CD303, CADM1, CLEC9a, XCR1 и 
CD304, OX40, лиганд ОХ40, CD27, CD28, CD30, CD40, лиганд CD40, CD70, CD137, GITR, 4-1BB, ICOS 
и лиганд ICOS. 

10. Аденовирус согласно п.8, отличающийся тем, что второй дополнительный трансген кодирует 
цитокин. 

11. Аденовирус согласно п.10, отличающийся тем, что указанный кодируемый цитокин независимо 
выбран из суперсемейства TNF-альфа (TNFSF включает TNF-альфа, TNF-C, OX40L, CD154, FasL, 
LIGHT, TL1A, CD70, Siva, CD153, лиганд 4-1ВВ, TRAIL, RANKL, TWEAK, APRIL, BAFF, CAMLG, 
NGF, BDNF, NT-3, NT-4, лиганд GITR, EDA-A, EDA-A2), суперсемейства TGF-бета, семейства IL-1 (т.е. 
IL-1 и IL-18), семейства IL-2, семейства IL-10, семейства IL-17, семейства интерферона. 

12. Аденовирус согласно п.10 или 11, отличающийся тем, что указанный кодируемый цитокин не-
зависимо выбран из TNF-альфа, IL-1, IL-8, IL-10, IL-17, интерферона, LIGHT, TL1A, Siva, TRAIL, 
RANKL, TWEAK, APRIL, NGF, BDNF, NT-3 и EDA-A2. 

13. Аденовирус согласно п.10 или 11, отличающийся тем, что указанный кодируемый цитокин не-
зависимо выбран из TNF-C, OX40L, CD154, FasL, CD70, CD153, лиганда 4-1ВВ и EDA-A. 

14. Аденовирус согласно любому из п.10 или 11, отличающийся тем, что указанный цитокин неза-
висимо выбран из группы, включающей IL-2, IFN-альфа, IFN-бета, IFN-гамма, лиганд Flt3, GM-CSF, IL-
15 и IL-12. 

15. Аденовирус согласно п.8, отличающийся тем, что по меньшей мере один дополнительный 
трансген кодирует хемокин. 

16. Аденовирус согласно п.15, отличающийся тем, что хемокин независимо выбран из группы, 
включающей MIP-1-альфа, RANTES, IL-8, CCL5, CCL17, CCL20, CCL22, CXCL9, CXCL10, CXCL11, 
CXCL13, CXCL12, CCL2, CCL19 и CCL21. 

17. Аденовирус согласно п.16, отличающийся тем, что указанный кодируемый хемокин представля-
ет собой MIP-1-альфа. 

18. Аденовирус согласно п.8, отличающийся тем, что указанный вирус содержит трансгены, коди-
рующие комбинацию цитокина и хемокина, выбранную из i) MIP-1α и Flt3 и ii) MIP-1α и IFNα. 

19. Аденовирус согласно любому из пп.1-18, отличающийся тем, что указанное антитело к CD3 ИЛИ 

связывающий фрагмент указанного антитела содержит по меньшей мере связывающий домен, содержа-
щий области VH и VL из муромонаба-CD3 (OKT3), отеликсизумаба, теплизумаба или визилизумаба. 

20. Аденовирус согласно п.19, отличающийся тем, что указанный вирус содержит SEQ ID NO: 117. 
21. Аденовирус согласно любому из пп.1-20, отличающийся тем, что указанный вирус кодирует са-

морасщепляющиеся с высокой эффективностью пептиды 2А различными последовательностями ДНК, 
чтобы получить множество белков или пептидов путем посттрансляционной модификации кодируемого 
полипептида. 

22. Способ лечения имеющего рак пациента, включающий этап введения терапевтически эффек-
тивного количества способного реплицироваться онколитического аденовируса группы В согласно лю-
бому из пп.1-21. 
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