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(57) Изобретение относится к вирусам Пичинде (Pichinde) с реаранжировками их открытых рамок
считывания ("ORF") в их геномах. В частности, описан модифицированный геномный сегмент
вируса Пичинде, причем геномный сегмент вируса Пичинде сконструирован, чтобы служить
носителем вирусной ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа. Также описаны
частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащие один L-сегмент и два S-сегмента
или два L-сегмента и один S-сегмент. Описанный вирус Пичинде может быть подходящим для
вакцин и/или лечения заболеваний и/или для применения в иммунотерапии.
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Изобретение заявляет приоритет предварительной заявки на патент США с № 62/338400, поданной 

18 мая 2016 года, которая включена таким образом посредством ссылки во всей своей полноте. 

Ссылка на список последовательностей, представленный в электронном виде 

Изобретение включает посредством ссылки список последовательностей, представленный вместе с 

этим изобретением в виде текстового файла под названием "Sequence_Listing_13194-020-228.TXT", соз-

данного 16 мая 2017 года и имеющего размер 61423 байта. 

1. Введение 

Настоящее изобретение относится к вирусам Пичинде (Pichinde) с реаранжировками их открытых 

рамок считывания (ORF) в их геномах. В частности, здесь описан модифицированный геномный сегмент 

вируса Пичинде, причем геномный сегмент вируса Пичинде сконструирован, чтобы служить носителем 

вирусной ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа. Также здесь описаны частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащие один L-сегмент и два S-сегмента или два L-

сегмента и один S-сегмент. Описанный здесь вирус Пичинде может быть подходящим для вакцин и/или 

лечения заболеваний и/или для применения в иммунотерапии. 

2. Предпосылки создания изобретения 

2.1. Общие сведения о вирусе Пичинде и организация его генома. 

Вирус Пичинде представляет собой аренавирус, выделенный из Oryzomys albigularis (рисовых 

крыс) в Колумбии (рассмотренный в McLay et al., 2014, Journal of General Virology, 95: 1-15). Вирус Пи-

чинде является непатогенным и, как правило, не известно, что он вызывает заболевания у людей. Серо-

логические данные свидетельствуют об очень низкой степени доминирования серотипа даже у местного 

населения (Trapido et al, 1971, Am J Trop Med Hyg, 20: 631-641). Семейство Arenaviridae подразделяется 

на две группы: аренавирусы Старого Света (OW), такие как вирус лихорадки Ласса (LASV) и вирус лим-

фоцитарного хориоменингита (LCMV), и аренавирусы Нового Света (NW), такие как вирус Пичинде и 

вирус Хунин (вирус аргентинской геморрагической лихорадки) (Buchmeier et al., 2001, Arenaviridae: The 

Viruses and Their Replication, Fields Virology Vol 2, 1635-1668). Аренавирусы являются РНК-

содержащими вирусами с оболочками. Их геном состоит из двух сегментов одноцепочечной РНК нега-

тивной полярности (минус-цепи РНК) (фиг. 1А) (McLay et al., 2014, Journal of General Virology, 95: 1-15). 

Каждый сегмент кодирует два вирусных гена в противоположных ориентациях. Короткий сегмент (S-

сегмент) кодирует вирусный гликопротеин (GP) и нуклеопротеин (NP). Длинный сегмент (L-сегмент) 

экспрессирует РНК-зависимую РНК-полимеразу (RdRp; L-белок) и матриксный белок Z (белок Z), белок 

с доменом "цинковый палец" гена RING. Два гена в каждом сегменте разделены некодирующей межген-

ной областью (IGR) и фланкированы 5'- и 3'-нетранслируемыми областями (UTR). IGR образует стабиль-

ную шпилечную структуру и, как было показано, участвует в структурно-зависимой терминации транс-

крипции вирусной мРНК (Pinschewer et al., 2005, J Virol 79 (7): 4519-4526). Концевые нуклеотиды UTR 

демонстрируют высокую степень комплементарности, что, как считается, приводит к образованию вто-

ричных структур. Известно, что эти структуры "сковородка с ручкой" служат в качестве вирусного про-

мотора для транскрипции и репликации, а их анализ с помощью сайт-направленного мутагенеза выявил 

зависимость от последовательности и структуры, не допуская даже незначительных изменений последо-

вательности (Perez and de la Torre, 2003, Virol 77 (2): 1184-1194). 

2.2. Обратная (реверсивная) генетическая система. 

Выделенные и очищенные РНК вирусов с минус-цепью, таких как вирус Пичинде, не могут непо-

средственно служить в качестве мРНК, т.е. не могут транслироваться при введении в клетки. Следова-

тельно, трансфекция клеток вирусной РНК не приводит к продукции инфекционных вирусных частиц. 

Для образования инфекционных вирусных частиц вирусов с минус-цепью РНК из кДНК в культивируе-

мых пермиссивных клетках, сегмент(ы) вирусной РНК должен быть транскомплементирован минималь-

ными факторами, необходимыми для транскрипции и репликации. С помощью минигеномной системы, 

которая была опубликована несколько лет назад, вирусные цис-действующие элементы и транс-

действующие факторы, участвующие в транскрипции, репликации и образовании вирусных частиц, мог-

ли быть окончательно проанализированы (Lee et al., 2000, J Virol 74(8): 3470-3477; Lee et al., 2002, J Virol 

76(12): 6393-6397; Perez and de la Torre 2003, J Virol 77(2): 1184-1194; Pinschewer et al., 2003, J Virol 77(6): 

3882-3887; Pinschewer et al., 2005, J Virol 79(7): 4519-4526.). Были разработаны такие реверсивные гене-

тические системы, которые успешно продемонстрировали спасение вируса Пичинде (смотрите, напри-

мер, Liang et al, 2009, Ann N Y Acad Sci, 1171: E65-E74; Lan et al, 2009, Journal of Virology, 83 (13): 6357-

6362). 

2.3. Рекомбинантный вирус Пичинде, экспрессирующий представляющие интерес гены. 

Создание рекомбинантных вирусов с минус-цепью РНК, экспрессирующих чужеродные гены, 

представляющие интерес, проводилось в течение длительного времени. Различные стратегии были опуб-

ликованы для других вирусов (Garcia-Sastre et al., 1994, J Virol 68(10): 6254-6261; Percy et al., 1994, J Virol 

68(7): 4486-4492; Flick and Hobom, 1999, Virology 262(1): 93-103; Machado et al., 2003, Virology 313(1): 

235-249). Были опубликованы векторы на основе живых вирусов Пичинде (Dhanwani et al., 2015, Journal 

of Virology 90: 2551-2560, публикация международной заявки на патент с № WO 2016/048949). Были 

опубликованы вирусы Пичинде с трехсегментным геномом (Dhanwani et al., 2015, Journal of Virology 90: 
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2551-2560, публикация международной заявки на патент с № WO 2016/048949). У вируса с трехсегмент-

ным геномом, опубликованном Dhanwani 2015, как NP, так и GP были сохранены в их соответствующем 

природном положении в S-сегменте и, таким образом, экспрессировались под контролем их природных 

промоторов во фланкирующей UTR. 

2.4. Дефектный по репликации аренавирус. 

Было показано, что может быть сконструирована инфекционная аренавирусная частица, которая 

содержит геном с возможностью амплификации и экспрессии своей генетической информации в инфи-

цированных клетках, но без способности давать дальнейшее потомство в нормальных, а не генетически 

сконструированных клетках (т.е. инфекционная, дефектная по репликации аренавирусная частица (пуб-

ликация международной заявки с № WO 200 9/08 3210 А1 и публикация международной заявки с № WO 

2014/140301 А1). 

3. Краткое изложение сущности настоящего изобретения 

Настоящее изобретение относится к вирусам Пичинде с реаранжировками их ORF в их геномах. В 

частности, настоящее изобретение относится к геномному сегменту вируса Пичинде, который был скон-

струирован, чтобы служить носителем ORF вируса Пичинде в положении, отличном от положения дико-

го типа. В настоящем изобретении также представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, содержащая один L-сегмент и два S-сегмента или два L-сегмента и один S-сегмент, которые не ре-

комбинируются в компетентную по репликации частицу вируса Пичинде с двухсегментным геномом. В 

настоящем изобретении показано, что частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом может быть 

сконструирована для увеличения генетической стабильности и обеспечения длительной экспрессии 

трансгена. 

В некоторых вариантах осуществления представленный здесь вирусный вектор является инфекци-

онным, т.е. способным проникать внутрь или вводить свой генетический материал в клетку-хозяина. В 

некоторых более конкретных вариантах осуществления представленный здесь вирусный вектор является 

инфекционным, т.е. способным проникать внутрь или вводить свой генетический материал в клетку-

хозяина с последующей амплификацией и экспрессией своей генетической информации внутри клетки-

хозяина. В некоторых вариантах осуществления вирусный вектор представляет собой инфекционный, 

дефектный по репликации вирусный вектор, сконструированный на основе вируса Пичинде так, что он 

содержит геном с возможностью амплификации и экспрессии своей генетической информации в инфи-

цированных клетках, без способности давать дальнейшее потомство в виде инфекционных частиц в нор-

мальных, а не генетически сконструированных клетках. В некоторых вариантах осуществления инфек-

ционный вирусный вектор на основе вируса Пичинде является компетентным по репликации и способен 

давать дальнейшее потомство в виде инфекционных частиц в нормальных, а не генетически сконструи-

рованных клетках. В некоторых более конкретных вариантах осуществления такой компетентный по 

репликации вирусный вектор является аттенуированным (ослабленным) относительно вируса дикого 

типа, из которого происходит компетентный по репликации вирусный вектор. 

3.1. Неприродная открытая рамка считывания. 

Соответственно, в одном аспекте здесь представлен геномный сегмент вируса Пичинде. В некото-

рых вариантах осуществления геномный сегмент сконструирован, чтобы служить носителем вирусной 

ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа. В некоторых вариантах осуществления 

геномный сегмент вируса Пичинде выбирают из группы, состоящей из: 

(i) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичинде; 

(ii) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(iii) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(iv) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

(v) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(vi) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(vii) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичин-

де; 

(viii) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичин-

де; 

(ix) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(х) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

(xi) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

и 

(xii) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде. 
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В некоторых вариантах осуществления 3'-UTR вируса Пичинде представляет собой 3'-UTR S-

сегмента вируса Пичинде или L-сегмента вируса Пичинде. В некоторых вариантах осуществления 5'-

UTR вируса Пичинде представляет собой 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде или L-сегмента вируса Пи-

чинде. 

Также здесь представлена выделенная кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, представ-

ленного здесь. Также здесь представлен вектор для экспрессии ДНК, содержащий кДНК для геномного 

сегмента вируса Пичинде. 

Также здесь представлена клетка-хозяин, содержащая геномный сегмент вируса Пичинде, кДНК 

для геномного сегмента вируса Пичинде или вектор, содержащий кДНК для геномного сегмента вируса 

Пичинде. 

Также здесь представлена частица вируса Пичинде, содержащая геномный сегмент вируса Пичинде 

и второй геномный сегмент вируса Пичинде, так что частица вируса Пичинде содержит S-сегмент и L-

сегмент. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде является инфекционной и компе-

тентной по репликации. В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде является атте-

нуированной. В других вариантах осуществления частица вируса Пичинде является инфекционной, но 

неспособной давать дальнейшее инфекционное потомство в некомплементирующих клетках. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна из четырех ORF, кодирующих GP, 

NP, белок Z и L-белок, удалена или функционально инактивирована. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна из четырех ORF, кодирующих GP, 

NP, белок Z и L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пи-

чинде. В других вариантах осуществления только одна из четырех ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и 

L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В более 

конкретном варианте осуществления ORF, кодирующая GP, удалена и заменена гетерологичной ORF из 

организма, отличного от вируса Пичинде. В других вариантах осуществления ORF, кодирующая NP, 

удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В некоторых вари-

антах осуществления ORF, кодирующая белок Z, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, 

отличного от вируса Пичинде. В других вариантах осуществления ORF, кодирующая L-белок, удалена и 

заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует репортерный белок. В неко-

торых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует антиген, происходящий из инфекционно-

го организма, опухоли или аллергена. В других вариантах осуществления кодируемый гетерологичной 

ORF антиген выбирают из антигенов вируса иммунодефицита человека, антигенов вируса гепатита С, 

поверхностного антигена вируса гепатита В, антигенов вируса ветряной оспы, антигенов цитомегалови-

руса, антигенов Mycobacterium tuberculosis, ассоциированных с опухолью антигенов и опухолеспецифи-

ческих антигенов (таких как опухолевые неоантигены и опухолевые неоэпитопы). 

В некоторых вариантах осуществления рост или инфективность (инвазивная способность) частицы 

вируса Пичинде не зависит от гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

Также здесь представлен способ получения геномного сегмента вируса Пичинде. В некоторых ва-

риантах осуществления способ включает транскрибирование кДНК для геномного сегмента вируса Пи-

чинде. 

Также здесь представлен способ образования частицы вируса Пичинде. В некоторых вариантах 

осуществления способ образования частицы вируса Пичинде включает: 

(i) трансфекцию в клетку-хозяина кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде; 

(ii) трансфекцию в клетку-хозяина плазмиды, содержащей кДНК для второго геномного сегмента 

вируса Пичинде; 

(iii) поддержание клетки-хозяина в условиях, подходящих для образования вируса; и 

(iv) сбор частиц вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления транскрипция L-сегмента и S-сегмента осуществляется с 

использованием двунаправленного промотора. 

В некоторых вариантах осуществления способ дополнительно включает трансфекцию в клетку-

хозяина одной или более нуклеиновых кислот, кодирующих полимеразу вируса Пичинде. В еще более 

конкретных вариантах осуществления полимераза представляет собой L-белок. В других вариантах осу-

ществления способ дополнительно включает трансфекцию в клетку-хозяина одной или более нуклеино-

вых кислот, кодирующих NP. 

В некоторых вариантах осуществления транскрипция каждого из L-сегмента и S-сегмента осущест-

вляется под контролем промотора, выбираемого из группы, состоящей из: 

(i) промотора для РНК-полимеразы I; 

(ii) промотора для РНК-полимеразы II; и 

(iii) промотора Т7. 

В другом варианте осуществления здесь представлена вакцина, содержащая частицу вируса Пичин-

де, в которой по меньшей мере одна из четырех ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и L-белок, удалена 
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или функционально инактивирована; или в которой по меньшей мере одна ORF, кодирующая GP, NP, 

белок Z и L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из другого организма, отличного от вируса 

Пичинде; или в которой только одна из четырех ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и L-белок, удалена и 

заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В более конкретных вариан-

тах осуществления вакцина дополнительно содержит фармацевтически приемлемый носитель. 

В другом варианте осуществления здесь представлена фармацевтическая композиция, содержащая 

частицу вируса Пичинде, в которой по меньшей мере одна из четырех ORF, кодирующих GP, NP, белок 

Z и L-белок, удалена или функционально инактивирована; или в которой по меньшей мере одна ORF, 

кодирующая GP, NP, белок Z и L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из другого организма, 

отличного от вируса Пичинде; или в которой только одна из четырех ORF, кодирующих GP, NP, белок Z 

и L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В более 

конкретных вариантах осуществления фармацевтическая композиция дополнительно содержит фарма-

цевтически приемлемый носитель. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде или частица вируса Пи-

чинде происходит из высоковирулентного изолята Р2 штамма Munchique CoAn4763 после большого чис-

ла пассажей или штамма Р2 после небольшого числа пассажей, или происходит из любого из нескольких 

изолятов, описанных Trapido с соавторами (Trapido et al., 1971, Am J Trop Med Hyg, 20: 631-641). 

3.2. Вирус Пичинде с трехсегментным геномом. 

В одном аспекте здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержа-

щая один L-сегмент и два S-сегмента. В некоторых вариантах осуществления размножение частицы ви-

руса Пичинде с трехсегментным геномом не приводит к образованию компетентной по репликации ви-

русной частицы с двухсегментным геномом после 70 дней персистирующей инфекции у мышей, у кото-

рых отсутствует интерфероновый рецептор типа I, интерфероновый рецептор типа II и активирующий 

рекомбинацию ген 1 (RAG1), и которые были инфицированы 10
4
 БОЕ частиц вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом. В некоторых вариантах осуществления межсегментная рекомбинация двух S-

сегментов, объединяющая две ORF вируса Пичинде только в одном, а не в двух отдельных сегментах, 

отменяет вирусную промоторную активность. 

В другом аспекте здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая два L-сегмента и один S-сегмент. В некоторых вариантах осуществления размножение частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом не приводит к образованию компетентной по репликации 

вирусной частицы с двухсегментным геномом после 70 дней персистирующей инфекции у мышей, у ко-

торых отсутствует интерфероновый рецептор типа I, интерфероновый рецептор типа II и активирующий 

рекомбинацию ген 1 (RAG1), и которые были инфицированы 10
4
 БОЕ частиц вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом. В некоторых вариантах осуществления межсегментная рекомбинация двух S-

сегментов, объединяющая две ORF вируса Пичинде только в одном, а не в двух отдельных сегментах, 

отменяет вирусную промоторную активность. 

В некоторых вариантах осуществления один из двух S-сегментов выбирают из группы, состоящей 

из: 

(i) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичинде; 

(ii) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(iii) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(iv) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

(v) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде; и 

(vi) S-сегмента, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде. 

В некоторых вариантах осуществления один из двух L-сегментов выбирают из группы, состоящей 

из: 

(i) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичинде; 

(ii) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичинде; 

(iii) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(iv) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

(v) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

и (vi) L-сегмента, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-UTR вируса 

Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления 3'-UTR в частице вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом представляет собой 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде или L-сегмента вируса Пичинде. В других 

вариантах осуществления 5'-UTR в частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом представляет 

собой 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде или L-сегмента вируса Пичинде. 
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В некоторых вариантах осуществления два S-сегмента включают 

(i) одну или две гетерологичных ORF из организма, отличного от вируса Пичинде; или 

(ii) один или два дублета ORF вируса Пичинде; или 

(iii) одну гетерологичную ORF из организма, отличного от вируса Пичинде, и один дублет ORF ви-

руса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления два L-сегмента включают 

(i) одну или две гетерологичных ORF из организма, отличного от вируса Пичинде; или 

(ii) один или два дублета ORF вируса Пичинде; или 

(iii) одну гетерологичную ORF из организма, отличного от вируса Пичинде, и один дублет ORF ви-

руса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует антиген, происходящий из 

инфекционного организма, опухоли или аллергена. В других вариантах осуществления гетерологичную 

ORF, кодирующую антиген, выбирают из антигенов вируса иммунодефицита человека, антигенов вируса 

гепатита С, поверхностного антигена вируса гепатита В, антигенов вируса ветряной оспы, антигенов ци-

томегаловируса, антигенов Mycobacterium tuberculosis, ассоциированных с опухолью антигенов и опухо-

леспецифических антигенов (таких как опухолевые неоантигены и опухолевые неоэпитопы). 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна гетерологичная ORF кодирует флуо-

ресцентный белок. В других вариантах осуществления флуоресцентный белок представляет собой зеле-

ный флуоресцентный белок (GFP) или красный флуоресцентный белок (RFP). 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом вклю-

чает четыре ORF вируса Пичинде. В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом является инфекционной и компетентной по репликации. 

В некоторых вариантах осуществления в частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом от-

сутствует одна или более из четырех ORF Пичинде. В других вариантах осуществления частица вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом является инфекционной, но неспособной давать дальнейшее инфек-

ционное потомство в некомплементирующих клетках. 

В некоторых вариантах осуществления в частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом от-

сутствует одна из четырех ORF вируса Пичинде, причем частица вируса Пичинде с трехсегментным ге-

номом является инфекционной, но неспособной давать дальнейшее инфекционное потомство в неком-

плементирующих клетках. 

В некоторых вариантах осуществления в частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом от-

сутствует ORF, кодирующая GP. 

В дальнейшем аспекте здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, со-

держащая один L-сегмент и два S-сегмента. В некоторых вариантах осуществления первый S-сегмент 

сконструирован, чтобы служить носителем ORF, кодирующей GP, в положении под контролем 3'-UTR 

вируса Пичинде и ORF, кодирующей первый представляющий интерес ген, в положении под контролем 

5'-UTR вируса Пичинде. В некоторых вариантах осуществления второй S-сегмент сконструирован, что-

бы служить носителем ORF, кодирующей NP, в положении под контролем 3'-UTR вируса Пичинде и 

ORF, кодирующей второй представляющий интерес ген, в положении под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде. 

В еще одном аспекте здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, со-

держащая один L-сегмент и два S-сегмента. В некоторых вариантах осуществления первый S-сегмент 

сконструирован, чтобы служить носителем ORF, кодирующей GP, в положении под контролем 5'-UTR 

вируса Пичинде и ORF, кодирующей первый представляющий интерес ген, в положении под контролем 

3'-UTR вируса Пичинде. В некоторых вариантах осуществления второй S-сегмент сконструирован, что-

бы служить носителем ORF, кодирующей NP, в положении под контролем 5'-UTR вируса Пичинде и 

ORF, кодирующей второй представляющий интерес ген, в положении под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде. 

В некоторых вариантах осуществления представляющий интерес ген кодирует антиген, происхо-

дящий из инфекционного организма, опухоли или аллергена. В других вариантах осуществления пред-

ставляющий интерес ген кодирует антиген, выбираемый из антигенов вируса иммунодефицита человека, 

антигенов вируса гепатита С, поверхностного антигена вируса гепатита В, антигенов вируса ветряной 

оспы, антигенов цитомегаловируса, антигенов Mycobacterium tuberculosis, ассоциированных с опухолью 

антигенов и опухолеспецифических антигенов (таких как опухолевые неоантигены и опухолевые не-

оэпитопы). В еще одном варианте осуществления по меньшей мере один представляющий интерес ген 

кодирует флуоресцентный белок. В конкретном варианте осуществления флуоресцентный белок пред-

ставляет собой GFP или RFP. 

Также здесь представлена выделенная кДНК для генома частицы вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом. Также здесь представлен вектор для экспрессии ДНК, содержащий кДНК для генома час-

тицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. Также здесь представлен один или более векторов для 

экспрессии ДНК, включающих либо индивидуально, либо в совокупности кДНК для генома частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 
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Кроме того, здесь представлена клетка-хозяин, содержащая частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, кДНК для генома частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом или вектор, 

содержащий кДНК для генома частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом являет-

ся аттенуированной. 

Также здесь представлен способ образования частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

В некоторых вариантах осуществления способ образования частицы вируса Пичинде включает: 

(i) трансфекцию в клетку-хозяина одной или более кДНК для одного L-сегмента и двух S-

сегментов; 

(ii) поддержание клетки-хозяина в условиях, подходящих для образования вируса; и 

(iii) сбор частиц вируса Пичинде. 

Также здесь представлен способ образования частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

В некоторых вариантах осуществления способ образования частицы вируса Пичинде с трехсегментным 

геномом включает: 

(i) трансфекцию в клетку-хозяина одной или более кДНК для двух L-сегментов и одного S-

сегмента; 

(ii) поддержание клетки-хозяина в условиях, подходящих для образования вируса; и 

(iii) сбор частиц вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления транскрипция одного L-сегмента и двух S-сегментов осуще-

ствляется с использованием двунаправленного промотора. В некоторых вариантах осуществления транс-

крипция двух L-сегментов и одного S-сегмента осуществляется с использованием двунаправленного 

промотора. 

В некоторых вариантах осуществления способ дополнительно включает трансфекцию в клетку-

хозяина одной или более нуклеиновых кислот, кодирующих полимеразу вируса Пичинде. В еще более 

конкретных вариантах осуществления полимераза представляет собой L-белок. В других вариантах осу-

ществления способ дополнительно включает трансфекцию в клетку-хозяина одной или более нуклеино-

вых кислот, кодирующих белок NP. 

В некоторых вариантах осуществления транскрипция каждого из одного L-сегмента и двух S-

сегментов осуществляется под контролем промотора, выбираемого из группы, состоящей из: 

(i) промотора для РНК-полимеразы I; 

(ii) промотора для РНК-полимеразы II; и 

(iii) промотора Т7. 

В некоторых вариантах осуществления транскрипция каждого из двух L-сегментов и одного S-

сегмента осуществляется под контролем промотора, выбираемого из группы, состоящей из: 

(i) промотора для РНК-полимеразы I; 

(ii) промотора для РНК-полимеразы II; и 

(iii) промотора Т7. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом имеет 

тот же тропизм, что и частица вируса Пичинде с двухсегментным геномом. В других вариантах осущест-

вления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом является дефектной по репликации. 

В другом варианте осуществления здесь представлена вакцина, содержащая частицу вируса Пичин-

де с трехсегментным геномом и фармацевтически приемлемый носитель. 

В другом варианте осуществления здесь представлена фармацевтическая композиция, содержащая 

частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом и фармацевтически приемлемый носитель. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде или частица вируса Пи-

чинде происходит из высоковирулентного изолята Р2 штамма Munchique CoAn4763 после большого чис-

ла пассажей или штамма Р2 после небольшого числа пассажей, или происходит из любого из нескольких 

изолятов, описанных Trapido с соавторами (Trapido et al., 1971, Am J Trop Med Hyg, 20: 631-641). 

3.3. Соглашения и сокращения. 
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4. Краткое описание чертежей 

Фиг. 1A-1D. Схематическое представление геномной организации вируса Пичинде с двух- и трех-

сегментным геномом. Двухсегментный геном вируса Пичинде дикого типа состоит из одного S-сегмента, 

кодирующего GP и NP, и одного L-сегмента, кодирующего белок Z и L-белок. Оба сегмента фланкиро-

ваны соответствующими 5'- и 3'-UTR. (фиг. 1А). Схематическое описание генома вируса Пичинде rPIC
wt

, 

который являлся вирусом Пичинде дикого типа, полученным исходя из кДНК, с его природными геном-

ными сегментами S (SEQ ID NO:16) и L (SEQ ID NO:2), которые были модифицированы с помощью 

молчащих мутаций, введенных для удаления сайтов рестрикции BsmBI и BbsI в соответствующих кДНК. 

(фиг. 1B-1D). Геном рекомбинантных вирусов Пичинде с трехсегментным геномом (r3PIC) состоит из 

одного L- и двух S-сегментов с одним положением, в которое должен быть вставлен представляющий 

интерес ген (здесь слитый белок GFP/sP1AGM), в каждом из S-сегментов. (фиг. 1В). Схематическое опи-

сание трехсегментного генома вектора Пичинде с искусственной организацией. В одном из дублирован-

ных S-сегментов ORF, кодирующая гликопротеин (GP), располагается вместо ORF, кодирующей нуклео-

протеин (NP), в природном S-сегменте, т.е. между 3'-UTR и IGR. (фиг. 1С) r3PIC-GFP
art

 состоит из всех 

вирусных генов в их природном положении, за исключением кодирующей GP ORF, которая искусствен-

но помещена рядом с 3'-UTR и экспрессируется под ее контролем (S-GP/GFPart; SEQ ID NO:13). (фиг. 

1D). Схематическое описание генома вектора, основанного на вирусе Пичинде с трехсегментным гено-

мом, sP1AGM-экспрессирующего r3PIC-sP1AGM
art

. 
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Фиг. 2. r3PIC-GFP
art

 с трехсегментным геномом был аттенуированным по сравнению с родитель-

ским вирусом дикого типа с двухсегментным геномом. Кинетика роста указанных вирусов в клетках 

BHK-21, инфицированных с множественностью заражения (MOI)=0,01 (вирус Пичинде дикого типа: 

черные квадраты, r3PIC-GFP
art

: черные кружки). Супернатант отбирали в указанные моменты времени 

после инфицирования, и титры вируса определяли путем анализа фокусообразования. 

Фиг. 3. Схематическое описание экспрессионных кассет плазмид, используемых для эксперимен-

тов, описанных на фиг. 2 и 4. 

Фиг. 4. Восстановление инфекционного, GFP-экспрессирующего вируса из кДНК в клетках с r3PIC-

GFP
art

. Флуоресцентные изображения экспрессии GFP фиксировали через 48 или 168 ч после трансфек-

ции клеток BHK-21 следующими комбинациями плазмид: 

S-сегментным минигеном: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-miniS-GFP; 

L-сегментным минигеном: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-L-GFP-Bsm; 

r3PIC-GFP
art

: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-L, pol-I-PIC-NP-GFP, pol-I-PIC-GP-GFP; 

rPIC
wt

: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-L, pol-I-PIC-S. 

Фиг. 5А, В. Вирусные векторы, основанные на вирусе Пичинде с трехсегментным геномом, явля-

ются в высокой степени иммуногенными. Мышей BALB/c инфицировали внутривенно 10е5 ФОЕ r3PIC-

sP1AGM
art

. Контрольные мыши оставались неиммунизированными. Спустя восемь дней частоты возник-

новения Р1А-специфических CD8+ Т-клеток в периферической крови определяли окрашиванием тетра-

мера МНС класса I. Показаны приводимые в качестве примера графики FACS (фиг. 5А) и частоты тетра-

мер-связывающих клеток среди CD8+ Т-клетке в периферической крови (фиг. 5В). Символы в В пред-

ставляют отдельных мышей. 

Фиг. 6. Схематическое описание генома вектора в виде вируса Пичинде с трехсегментным геномом, 

разработанного для экспрессии генов гликопротеина (GP) и нуклеопротеидов (NP) под контролем про-

моторов 5' и 3'-UTR, соответственно, т.е. в их соответствующем "природном" положении в контексте 

искусственно дублированных S-сегментов - S-GP/GFP
nat

 (SEQ ID NO:15) и S-NP/GFP (также известного 

как PIC-NP-GFP; SEQ ID NO:11). Геном состоит из одного L и двух S-сегментов с одним положением, в 

которое должен быть вставлен представляющий интерес ген (здесь белок GFP), в каждом из S-сегментов. 

Фиг. 7. Ранние пассажи r3PIC-GFP
nat

 и r3PIC-GFP
art

 с трехсегментным геномом были аттенуирован-

ными по сравнению родительским вирусом дикого типа с двухсегментным геномом. Кинетика роста ука-

занных вирусов в клетках BHK-21 в культуре, инфицированных с множественностью заражения 

(МО1)=0,01. Супернатант отбирали через 48 ч после инфицирования, и титры вируса определяли путем 

анализа фокусообразования. Символы показывают титры из отдельных параллельных ячеек клеточной 

культуры; "усы" обозначают среднее значение +/- SD. 

Фиг. 8. В отличие от r3PIC-GFP
art

, который является стабильно аттенуированным, r3PIC-GFP
nat

 дос-

тигал титров в пределах rPIC
wt

 во время персистирующей инфекции у мышей. Мышей AGR (мышей, 

трижды дефицитных по интерфероновым рецепторам типа I и типа II, а также RAG1) инфицировали 

внутривенно с использованием 10е5 ФОЕ вирусов, как показано на фигуре (вирус Пичинде дикого типа - 

rPIC
wt

: серые треугольники, r3PIC-GFP
art

: черные кружки, r3PIC-GFP
nat

: белые квадраты). Кровь собирали 

в день 7, 14, 21, 28, 35, 42, 56, 77, 98, 120 и 147, и инфективность вирусов определяли в анализах фокусо-

образования, детектируя нуклеопротеин вируса Пичинде (ФОЕ с экспрессией NP). 

Фиг. 9. В отличие от r3PIC-GFP
art

, который является стабильно аттенуированным, r3PIC-GFP
nat

 дос-

тигал титров в пределах rPIC
wt

 во время персистирующей инфекции у мышей. Мышей AGR (мышей, 

трижды дефицитных по интерфероновым рецепторам типа I и типа II, а также RAG1) инфицировали 

внутривенно с использованием 10е5 ФОЕ вирусов, как показано на фигуре (вирус Пичинде дикого типа - 

rPIC
wt

: серые треугольники, r3PIC-GFP
art

: черные кружки, r3PIC-GFP
nat

: белые квадраты). Кровь собирали 

в день 7, 14, 21, 28, 35, 42, 56, 77, 98, 120 и 147, и инфективность вирусов определяли в анализах фокусо-

образования, детектируя вирусные трансгены GFP в r3PIC-GFP
nat

 и r3PIC-GFP
art

 (ФОЕ с экспрессией 

GFP). 

Фиг. 10. Основанные на вирусе Пичинде с трехсегментным геномом вирусные векторы с искусст-

венными геномами являются в высокой степени иммуногенными. Мышей AGR (мышей, трижды дефи-

цитных по интерфероновым рецепторам типа I и типа II, а также RAG1) инфицировали внутривенно с 

использованием 10е5 ФОЕ вирусов, как показано на фигуре (r3PIC-GFP
art

: черные кружки, r3PIC-GFP
nat

: 

белые квадраты). Кровь собирали в день 7, 14, 21, 28, 35, 42, 56, 77, 98, 120 и 147, и инфективность виру-

сов определяли с помощью анализа фокусообразования, как показано на фиг. 9 и фиг. 10. Полученные 

значения были использованы для расчета отношения ФОЕ с экспрессией NP:ФОЕ с экспрессией GFP для 

каждого животного и момента времени. 

Фиг. 11. Вирус в мышиной сыворотке, собранной через 147 дней после инфицирования r3PIC-

GFP
art

, показал ослабленный рост при прямых пассажах в культуре клеток, тогда как вирус, выращенный 

у мышей, инфицированных r3PIC-GFP
nat

, достигал титров, сравнимых с rPIC
wt

. Сыворотку, собранную в 

день 147 после инфицирования клеток BHK-21, пассировали, и инфективность вирусов определяли с 

помощью анализов ФОЕ с экспрессией NP через 48 ч. Символы показывают титры вирусов, происходя-

щих из сывороток отдельных мышей; "усы" обозначают среднее значение +/-SD. 
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Фиг. 12. Вирус, выделенный и размноженный из мышиной сыворотки, собранной через 147 дней 

после инфицирования r3PIC-GFP
art

, показал ослабленный рост при прямых пассажах в культуре клеток, 

тогда как вирус, выделенный и размноженный из r3PIC-GFP
nat

-инфицированных мышей, достигал тит-

ров, сравнимых с rPIC
wt

. Клетки BHK-21 инфицировали со стандартизированной множественностью за-

ражения=0,01 вирусами, которые были получены из сыворотки, собранной в день 147 после инфициро-

вания и ранее пассированы в течение 48 ч. Титры вирусов определяли через 48 ч. Символы показывают 

титры вирусов, происходящих из сывороток отдельных мышей; "усы" обозначают среднее значение +/-

SD. 

Фиг. 13. В r3PIC-GFP
art

 два его S-сегмента не рекомбинировались в течение 147-дневного периода 

персистирующей инфекции у мышей, тогда как молекулы РНК S-сегментов, содержащие последователь-

ности как NP, так и GP, были обнаружены в сыворотке мышей с персистирующей инфекцией r3PIC-

GFP
nat

 в течение 147 дней. ОТ-ПЦР проводили на образцах сыворотки, собранных в день 147 после ин-

фицирования вирусом, с использованием праймеров, которые были разработаны для связывания с NP и 

GP вируса Пичинде, соответственно, и которые охватывали межгенную область (IGR) S-сегмента вируса 

Пичинде, так что они, как прогнозировалось, давали ПЦР-ампликон из 357 п.о. на геномной матрице 

rPIC
wt

. Каждая полоса представляет собой продукт ОТ-ПЦР от одной отдельной мыши в эксперименте, 

показанном на фиг. 8-10. 

Подробное описание настоящего изобретения 

4.1. Вирусы Пичинде с открытой рамкой считывания в неприродном положении. 

Здесь представлены вирусы Пичинде с реаранжировками их ORF. В некоторых вариантах осущест-

вления такие вирусы Пичинде являются компетентными по репликации и инфекционными. Здесь приве-

дены геномные последовательности таких вирусов Пичинде. В одном аспекте здесь, представлен геном-

ный сегмент вируса Пичинде, причем геномный сегмент вируса Пичинде сконструирован, чтобы слу-

жить носителем ORF вируса Пичинде в положении, отличном от положения, в котором соответствую-

щий ген обнаруживается в выделенных из дикой природы вирусах, таких как изолят Р18 штамма 

Munchique CoAn4763 вируса Пичинде (смотрите SEQ ID NO:1 и 2 в Списке последовательностей) (назы-

ваемого здесь "положением дикого типа"), ORF (т.е. неприродном положении). 

Геномные сегменты вируса Пичинде дикого типа и их ORF известны в данной области техники. В 

частности, геном вируса Пичинде состоит из S-сегмента и L-сегмента. S-сегмент содержит ORF, коди-

рующие GP и NP. L-сегмент кодирует L-белок и белок Z. Оба сегмента фланкированы соответствующи-

ми 5'- и 3'-UTR (смотрите фиг. 1А). Иллюстративные геномные сегменты вируса Пичинде дикого типа 

представлены в SEQ ID NO:1 и 2. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде может быть сконструи-

рован, чтобы служить носителем двух или более ORF вируса Пичинде в положении, отличном от поло-

жения дикого типа. В других вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде может быть 

сконструирован, чтобы служить носителем двух ORF вируса Пичинде или трех ORF вируса Пичинде, 

или четырех ORF вируса Пичинде в положении, отличном от положения дикого типа. 

В некоторых вариантах осуществления представленным здесь геномным сегментом вируса Пичин-

де может быть: 

(i) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR 

вируса Пичинде; 

(ii) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 5'-

UTR вируса Пичинде; 

(iii) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-

UTR вируса Пичинде; 

(iv) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR 

вируса Пичинде; 

(v) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 3'-

UTR вируса Пичинде; 

(vi) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-

UTR вируса Пичинде; 

(vii) L-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 5'-UTR 

вируса Пичинде; 

(viii) L-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR 

вируса Пичинде; 

(ix) L-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-

UTR вируса Пичинде; 

(х) L-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR 

вируса Пичинде; 

(xi) L-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 3'-UTR 

вируса Пичинде; и 

(xii) L-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-
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UTR вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления ORF, которая находится в неприродном положении геном-

ного сегмента вируса Пичинде, описанного здесь, может находиться под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде или 5'-UTR вируса Пичинде. В более конкретных вариантах осуществления 3'-UTR вируса Пичин-

де представляет собой 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде. В другом конкретном варианте осуществле-

ния 3'-UTR вируса Пичинде представляет собой 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде. В более конкретных 

вариантах осуществления 5'-UTR вируса Пичинде представляет собой 5'-UTR S-сегмента вируса Пичин-

де. В других конкретных вариантах осуществления 5'-UTR представляет собой 5'-UTR L-сегмента. 

В других вариантах осуществления ORF, которая находится в неприродном положении геномного 

сегмента вируса Пичинде, описанного здесь, может находиться под контролем консервативного элемента 

в виде концевой последовательности аренавируса (5'- и 3'-концевых 19-21-нуклеотидных районов) 

(смотрите, например, Perez & de la Torre, 2003, J Virol. 77 (2): 1184-1194). 

В некоторых вариантах осуществления ORF, которая находится в неприродном положении геном-

ного сегмента вируса Пичинде, может находиться под контролем промоторного элемента 5'-UTR (смот-

рите, например, Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). В другом варианте осуществления ORF, ко-

торая находится в неприродном положении геномного сегмента вируса Пичинде, может находиться под 

контролем промоторного элемента 3'-UTR (смотрите, например, Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 

4020-4). В более конкретных вариантах осуществления промоторный элемент 5'-UTR представляет собой 

промоторный элемент 5'-UTR S-сегмента или L-сегмента. В другом конкретном варианте осуществления 

промоторный элемент 3'-UTR представляет собой промоторный элемент 3'-UTR S-сегмента или L-

сегмента. 

В некоторых вариантах осуществления ORF, которая находится в неприродном положении геном-

ного сегмента вируса Пичинде, может находиться под контролем усеченной 3'-UTR вируса Пичинде или 

усеченной 5'-UTR вируса Пичинде (смотрите, например, Perez & de la Torre, 2003, J Virol. 77 (2): 1184-

1194; Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). В более конкретных вариантах осуществления усечен-

ная 3'-UTR представляет собой 3'-UTR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде. В более конкретных 

вариантах осуществления усеченная 5'-UTR представляет собой 5'-UTR S-сегмента или L-сегмента виру-

са Пичинде. 

Также здесь представлена частица вируса Пичинде, содержащая первый геномный сегмент, кото-

рый был сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения ORF ди-

кого типа, и второй геномный сегмент вируса Пичинде, так что частица вируса Пичинде содержит S-

сегмент и L-сегмент. В конкретных вариантах осуществления ORF в положении, отличном от положения 

ORF дикого типа, является одной из ORF вируса Пичинде. 

В некоторых конкретных вариантах осуществления частица вируса Пичинде может содержать пол-

ный набор всех четырех ORF вируса Пичинде. В конкретных вариантах осуществления второй геномный 

сегмент вируса Пичинде был сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от 

положения ORF дикого типа. В другом конкретном варианте осуществления второй геномный сегмент 

вируса Пичинде может представлять собой геномный сегмент дикого типа (т.е. содержит ORF в сегменте 

в положении дикого типа). 

В некоторых вариантах осуществления первый геномный сегмент вируса Пичинде представляет со-

бой L-сегмент, а второй геномный сегмент вируса Пичинде представляет собой S-сегмент. В других ва-

риантах осуществления первый геномный сегмент вируса Пичинде представляет собой S-сегмент, а вто-

рой геномный сегмент вируса 

Пичинде представляет собой L-сегмент. 

Неограничивающие примеры частицы вируса Пичинде, содержащей геномный сегмент с ORF в по-

ложении, отличном от положения ORF дикого типа, и второй геномный сегмент, показаны в табл. 1. 
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Таблица 1 

Частица вируса Пичинде 

 
*Положение 1 находится под контролем 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 2 находит-

ся под контролем 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 3 находится под контролем 5'-UTR L-

сегмента вируса Пичинде; положение 4 находится под контролем 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде. 

Также здесь представлена кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, сконструированного, 

чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа. В более кон-

кретных вариантах осуществления здесь представлена кДНК или совокупность кДНК для генома вируса 

Пичинде, описанная в табл. 1. 

В некоторых вариантах осуществления нуклеиновая кислота, кодирующая сегмент генома вируса 

Пичинде, описанный здесь, может быть по меньшей мере в некоторой степени идентична по последова-

тельности нуклеотидной последовательности, раскрытой здесь. Соответственно, в некоторых аспектах 

нуклеиновая кислота, кодирующая сегмент генома вируса Пичинде, идентична по последовательности 

по меньшей мере на 8 0%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 91%, 

по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 95%, 

по меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 

99%, или быть полностью идентичной последовательности нуклеиновой кислоты, раскрытой здесь под 

SEQ ID NO, или последовательности нуклеиновой кислоты, которая гибридизуется с последовательно-

стью нуклеиновой кислоты, раскрытой здесь под SEQ ID NO. Условия гибридизации могут включать 

очень жесткие, умеренно жесткие или условия гибридизации низкой жесткости, которые хорошо извест-

ны специалисту в данной области техники, такие как те, которые описаны здесь. Аналогично, нуклеино-

вая кислота, которая использоваться для конструирования сегмента генома вируса Пичинде, описанного 

здесь, может быть по меньшей мере в некоторой степени идентична по последовательности нуклеиновой 

кислоте, раскрытой здесь под SEQ ID NO, или нуклеиновой кислоте, которая гибридизуется с последова-

тельностью нуклеиновой кислоты, раскрытой здесь под SEQ ID NO. Например, нуклеиновая кислота, 

которая используется для конструирования сегмента генома вируса Пичинде, может быть идентична по 

меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 91%, по 

меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 95%, по 

меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99%, 

или быть полностью идентичной описанной здесь последовательности нуклеиновой кислоты. 

Идентичность последовательностей (также известная как гомология или сходство) относится к 
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сходству последовательностей между двумя молекулами нуклеиновой кислоты или между двумя поли-

пептидами. Идентичность может быть определена путем сравнения положения в каждой последователь-

ности, которая может быть совмещена для целей сравнения. Когда положение в сравниваемой последо-

вательности занято тем же основанием или аминокислотой, то молекулы в этом положении идентичны. 

Степень идентичности между последовательностями зависит от количества совпадающих или гомоло-

гичных положений, разделяемых последовательностями. Совмещение двух последовательностей для 

определения процента идентичности их последовательностей может быть выполнено с использованием 

реализованных программно программ, известных в данной области техники, таких как, например, те, 

которые описаны в Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, Baltimore, 

MD (1999). Предпочтительно, когда для совмещения используются параметры по умолчанию. Одной 

программой для совмещения, хорошо известной в данной области техники, которая может использовать-

ся, является BLAST, установленная на параметры по умолчанию. В частности, программами являются 

BLASTN и BLASTP, используя следующие параметры по умолчанию: генетический код=стандартный; 

фильтр=ни один; цепи=обе; отсечка=60; ожидать=10; матрица=BLOSUM62; описания=50 последова-

тельностей; сортировать по=HIGH SCORE; базы данных=нерезервированные, Gen-

Bank+EMBL+DDBJ+PDB+трансляции кодирующих последовательностей Gen-

Bank+SwissProtein+SPupdate+PIR. Детали этих программ можно найти в Национальном центре биотех-

нологической информации. 

Жесткие условия гибридизации относятся к условиям, в которых гибридизированные полинуклео-

тиды являются стабильными. Как известно специалистам в данной области техники, температуре плав-

ления (Tm) гибридов отражает стабильность гибридизированных полинуклеотидов. В общем, стабиль-

ность гибридизированных полинуклеотидов зависит от концентрации соли, например, концентрации 

ионов натрия, и температуры. Реакцию гибридизации можно проводить в условиях более низкой жестко-

сти с последующими промывками различной, но более высокой, жесткости. Ссылка на жесткость гибри-

дизации относится к таким условиям промывки. Очень жесткая гибридизация включает условия, кото-

рые допускают гибридизацию только тех последовательностей нуклеиновых кислот, которые образуют 

стабильные гибридизированные полинуклеотиды в 0,018 М NaCl при 65°C, например, если гибрид не-

стабилен в 0,018 М NaCl при 65°C, он не будет стабильным в условиях высокой жесткости, как это пре-

дусмотрено здесь. Условия высокой жесткости могут быть обеспечены, например, путем гибридизации в 

50% формамиде, 5Х растворе Денхарта, 5Х SSPE, 0,2% SDS при 42°C с последующей промывкой в 0,1Х 

SSPE и 0,1% SDS при 65°C. Условия гибридизации, отличные от очень жестких условий гибридизации, 

также могут использоваться для описания раскрытых здесь последовательностей нуклеиновых кислот. 

Например, выражение "умеренно жесткая гибридизация" относится к условиям, эквивалентным гибри-

дизации в 50% формамиде, 5Х растворе Денхарта, 5Х SSPE, 0,2% SDS при 42°C с последующей промыв-

кой в 0,2Х SSPE, 0,2% SDS при 42°C. Выражение "гибридизации низкой жесткости" относится к услови-

ям, эквивалентным гибридизации в 10% формамиде, 5Х растворе Денхарта, 6Х SSPE, 0,2% SDS при 22°C 

с последующей промывкой в 1X SSPE, 0,2% SDS при 37°C. Раствор Денхарта содержит 1% Ficoll, 1% 

поливинилпирролидона и 1% бычьего сывороточного альбумина (BSA). 20X SSPE (хлорид натрия, фос-

фат натрия, этилендиаминтетрауксусная кислота (EDTA)) содержит 3 М хлорид натрия, 0,2 М фосфат 

натрия и 0,025 М (EDTA). Другие подходящие буферы и условия гибридизации в условиях низкой, сред-

ней и высокой жесткости хорошо известны специалистам в данной области техники и описаны, напри-

мер, в Sambrook and Russell, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3
rd

 edition, Cold Spring Harbor Labo-

ratory N.Y. (2001); and Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons, 

Baltimore, MD (1999). 

В некоторых вариантах осуществления кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, который 

сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа, 

является частью вектора для экспрессии ДНК или включена в него. В конкретном варианте осуществле-

ния кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, который сконструирован, чтобы служить носителем 

ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа, является частью вектора для экспрессии 

ДНК, который облегчает получение геномного сегмента вируса Пичинде, описанного здесь, или включе-

на в него. В другом варианте осуществления описанная здесь кДНК может быть включена в плазмиду. 

Более подробное описание кДНК или нуклеиновых кислот и экспрессионных систем представлено в раз-

деле 4.5.1. Методами получения кДНК являются распространенные и общепринятые методы молекуляр-

ной биологии и манипуляции и получения ДНК. Может использоваться любой метод клонирования, из-

вестный квалифицированному специалисту. Такие методы хорошо известны квалифицированному спе-

циалисту и доступны ему в лабораторных руководствах, таких как Sambrook and Russell, Molecular Clon-

ing: A Laboratory Manual, 3
rd

 edition, Cold Spring Harbor Laboratory N.Y. (2001). 

В некоторых вариантах осуществления кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, который 

сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа, 

вводится (например, трансфицируется) в клетку-хозяина. Таким образом, в некоторых вариантах осуще-

ствления здесь представлена клетка-хозяин, содержащая кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, 

который сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения ORF ди-
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кого типа (т.е. кДНК для геномного сегмента). В других вариантах осуществления описанная здесь кДНК 

является частью вектора для экспрессии ДНК или может быть включена в него и введена в клетку-

хозяина. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления здесь представлена клетка-хозяин, со-

держащая описанную здесь кДНК, которая включена в вектор. В других вариантах осуществления ге-

номный сегмент вируса Пичинде, описанный здесь, вводится в клетку-хозяина. 

В некоторых вариантах осуществления здесь описан способ получения геномного сегмента вируса 

Пичинде, причем способ включает транскрибирование кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде. В 

некоторых вариантах осуществления белок в виде вирусной полимеразы может присутствовать во время 

транскрипции геномного сегмента вируса Пичинде in vitro или in vivo. 

В некоторых вариантах осуществления транскрипция геномного сегмента вируса Пичинде осуще-

ствляется с использованием двунаправленного промотора. В других вариантах осуществления транс-

крипция геномного сегмента вируса Пичинде осуществляется с использованием кассеты для двунаправ-

ленной экспрессии (смотрите, например, Ortiz-Riaño et al., 2013 J Gen Virol., 94 (Pt 6): 1175-1188). В бо-

лее конкретных вариантах осуществления кассета для двунаправленной экспрессии содержит как промо-

тор для полимеразы I, так и промотор для полимеразы II, с осуществлением считывания с противопо-

ложных сторон в два конца вставленного геномного сегмента вируса Пичинде, соответственно. В еще 

более конкретных вариантах осуществления считывание в кассете для двунаправленной экспрессии с 

промоторами для pol-I и pol-II осуществляется с противоположных сторон в L-сегменте и S-сегменте. 

В других вариантах осуществления транскрипция кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, 

описанного здесь, включает промотор. Конкретные примеры промоторов включают промотор для РНК-

полимеразы I, промотор для РНК-полимеразы II, промотор для РНК-полимеразы III, промотор Т7, про-

мотор SP6 или промотор T3. 

В некоторых вариантах осуществления способ получения геномного сегмента вируса Пичинде мо-

жет дополнительно включать введение в клетку-хозяина кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления способ получения геномного сегмента вируса Пичинде может 

дополнительно включать введение в клетку-хозяина кДНК для геномного сегмента вируса Пичинде, 

причем клетка-хозяин экспрессирует все другие компоненты для образования геномного сегмента вируса 

Пичинде; и очистку геномного сегмента вируса Пичинде от супернатанта клетки-хозяина. Такие способы 

хорошо известны специалистам в данной области техники. 

Здесь представлены линии клеток, культуры и способы культивирования клеток, инфицированных 

нуклеиновыми кислотами, векторами и композициями, представленными здесь. Более подробное описа-

ние нуклеиновых кислот, векторных систем и линий клеток, описанных здесь, представлено в разделе 

4.5. 

В некоторых вариантах осуществления описанная здесь частица вируса Пичинде дает в результате 

инфекционную и компетентную по репликации частицу вируса Пичинде. В конкретных вариантах осу-

ществления описанная здесь частица вируса Пичинде является аттенуированной. В конкретном варианте 

осуществления частица вируса Пичинде является аттенуированной так, что вирус остается, по меньшей 

мере частично, способным распространяться и может реплицироваться in vivo, но может только порож-

дать низкие концентрации вируса в крови, что приводит к субклиническим уровням инфекции, которые 

являются непатогенными. Такие аттенуированные вирусы могут использоваться в качестве иммуноген-

ной композиции. Здесь представлены иммуногенные композиции, которые содержат вирус Пичинде с 

ORF в неприродном положении, как описано в разделе 4.7. 

4.1.1. Дефектная по репликации частица вируса Пичинде с открытой рамкой считывания в непри-

родном положении. 

В некоторых вариантах осуществления здесь представлена частица вируса Пичинде, в которой (i) 

ORF находится в положении, отличном от положения ORF дикого типа; и (ii) ORF, кодирующая GP, NP, 

белок Z и L-белок, была удалена или функционально инактивирована, так что результирующей вирус не 

может в дальнейшем давать потомство в виде инфекционных вирусных частиц. Частица вируса Пичинде, 

содержащая генетически модифицированный геном, в котором одна или более ORF была удалена или 

функционально инактивирована, может быть образована в комплементирующих клетках (т.е. клетках, 

которые экспрессируют ORF вируса Пичинде, которая была удалена или функционально инактивирова-

на). Генетический материал результирующей частицы вируса Пичинде может переноситься при зараже-

нии клетки-хозяина в клетку-хозяина, в которой генетический материал может быть экпрессирован и 

амплифицирован. Кроме того, геном генетически модифицированной частицы вируса Пичинде, описан-

ной здесь, может кодировать гетерологичную ORF из организма, отличного от частицы вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна из четырех ORF, кодирующих GP, 

NP, белок Z и L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пи-

чинде. В другом варианте осуществления по меньшей мере одна ORF, по меньшей мере две ORF, по 

меньшей мере три ORF или по меньшей мере четыре ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и L-белок, мо-

гут быть удалены и заменены гетерологичной ORP из организма, отличного от вируса Пичинде. В кон-

кретных вариантах осуществления только одна из четырех ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и L-белок, 

удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от частицы вируса Пичинде. В более 
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конкретных вариантах осуществления удалена ORF, которая кодирует GP, геномного сегмента вируса 

Пичинде. В другом конкретном варианте осуществления удалена ORF, которая кодирует NP, геномного 

сегмента вируса Пичинде. В более конкретных вариантах осуществления удалена ORF, которая кодирует 

белок Z, геномного сегмента вируса Пичинде. В еще одном конкретном варианте осуществления удалена 

ORF, кодирующая L-белок. 

Таким образом, в некоторых вариантах осуществления представленная здесь частица вируса Пи-

чинде содержит геномный сегмент, который (i) сконструирован, чтобы служить носителем ORF в непри-

родном положении; (ii) ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок, удалена; (iii) удаленная ORF 

заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления длина гетерологичной ORF составляет от 8 до 100 нуклео-

тидов, от 15 до 100 нуклеотидов, от 25 до 100 нуклеотидов, от 50 до 200 нуклеотидов, от 50 до 400 нук-

леотидов, от 200 до 500 нуклеотидов или от 400 до 600 нуклеотидов, от 500 до 800 нуклеотидов. В дру-

гих вариантах осуществления длина гетерологичной ORF составляет от 750 до 900 нуклеотидов, от 800 

до 1000 нуклеотидов, от 850 до 1000 нуклеотидов, от 900 до 1200 нуклеотидов, от 1000 до 1200 нуклео-

тидов, от 1000 до 1500 нуклеотидов или от 10 до 1500 нуклеотидов, от 1500 до 2000 нуклеотидов, от 1700 

до 2000 нуклеотидов, от 2000 до 2300 нуклеотидов, от 2200 до 2500 нуклеотидов, от 2500 до 3000 нук-

леотидов, от 3000 до 3200 нуклеотидов, от 3000 до 3500 нуклеотидов, от 3200 до 3600 нуклеотидов, от 

3300 до 3800 нуклеотидов, от 4000 до 4400 нуклеотидов, от 4200 до 4700 нуклеотидов, от 4800 до 5000 

нуклеотидов, от 5000 до 5200 нуклеотидов, от 5200 до 5500 нуклеотидов, от 5500 до 5800 нуклеотидов, 

от 5800 до 6000 нуклеотидов, от 6000 до 6400 нуклеотидов, от 6200 до 6800 нуклеотидов, от 6600 до 7000 

нуклеотидов, от 7000 до 7200 нуклеотидов, от 7200 до 7500 нуклеотидов или 7500 нуклеотидов. В неко-

торых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует пептид или полипептид длиной от 5 до 10 

аминокислот, от 10 до 25 аминокислот, от 25 до 50 аминокислот, от 50 до 100 аминокислот, от 100 до 150 

аминокислот, от 150 до 200 аминокислот, от 200 до 250 аминокислот, от 250 до 300 аминокислот, от 300 

до 400 аминокислот, от 400 до 500 аминокислот, от 500 до 750 аминокислот, от 750 до 1000 аминокислот, 

от 1000 до 1250 аминокислот, от 1250 до 1500 аминокислот, от 1500 до 1750 аминокислот, от 1750 до 

2000 аминокислот, от 2000 до 2500 аминокислот или более 2500 или более аминокислот. В некоторых 

вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует полипептид, длина которого не превышает 2500 

аминокислот. В конкретных вариантах осуществления гетерологичная ORF не содержит стоп-кодон. В 

некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF оптимизирована в отношении частоты исполь-

зования кодонов. В некоторых вариантах осуществления может быть оптимизирован нуклеотидный со-

став, состав нуклеотидных пар или и то и другое. Способы таких оптимизаций известны в данной облас-

ти техники и могут быть применяться для оптимизации гетерологичной ORF. 

Любая гетерологичная ORF из организма, отличного от вируса Пичинде, может быть включена в 

геномный сегмент вируса Пичинде. В одном варианте осуществления гетерологичная ORF кодирует ре-

портерный белок. Более подробное описание репортерных белков приведено в разделе 4.3. В другом ва-

рианте осуществления гетерологичная ORF кодирует антиген инфекционного патогена или антиген, свя-

занный с любым заболеванием, который способен вызвать иммунный ответ. В конкретных вариантах 

осуществления антиген происходит из инфекционного организма, опухоли (т.е. рака) или аллергена. Бо-

лее подробное описание гетерологичных ORF приведено в разделе 4.3. 

В некоторых вариантах осуществления рост и инфективность частицы вируса Пичинде не зависит 

от гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

Методы, известные специалисту в данной области техники, могут использоваться для образования 

частицы вируса Пичинде, содержащей геномный сегмент вируса Пичинде, сконструированный, чтобы 

служить носителем ORF вируса Пичинде в положении, отличном от положения дикого типа. Например, 

методы обратной генетики могут использоваться для образования такой частицы вируса Пичинде. В дру-

гих вариантах осуществления дефектная по репликации частица вируса Пичинде (т.е., геномный сегмент 

вируса Пичинде, сконструированный, чтобы служить носителем ORF вируса Пичинде в положении, от-

личном от положения дикого типа, из которого была удалена ORF, кодирующая GP, NP, белок Z, L-

белок) может быть образована в комплементирующей клетке. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение относится к описанной здесь части-

це вируса Пичинде, подходящей для применения в качестве вакцины, и к способам применения такой 

частицы вируса Пичинде при вакцинации и лечении или профилактике, например, инфекций или рака. 

Более подробное описание способов применения частицы вируса Пичинде, описанной здесь, представле-

но в разделе 4.6. 

В некоторых вариантах осуществления здесь представлен набор, включающий, в одном или более 

контейнерах, одну или более кДНК, описанных здесь. В конкретном варианте осуществления набор 

включает, в одном или двух или более контейнерах, геномный сегмент вируса Пичинде или частицу ви-

руса Пичинде, описанный(ую) здесь. Набор может, кроме того, включать одно или более из следующего: 

клетку-хозяина, подходящую для спасения геномного сегмента вируса Пичинде или частицы вируса Пи-

чинде, реагенты, подходящие для трансфекции кДНК плазмиды в клетку-хозяина, хелпер-вирус, плазми-

ды, кодирующие вирусные белки, и/или один или более праймеров, специфических для геномного сег-
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мента вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде или кДНК для него. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение относится к описанной здесь части-

це вируса Пичинде, подходящей для применения в качестве фармацевтической композиции, и к спосо-

бам применения такой частицы вируса Пичинде при вакцинации и лечении или профилактике, например, 

инфекций и рака. Более подробное описание способов применения частицы вируса Пичинде, описанной 

здесь, приведено в разделе 4.7. 

4.2. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

Здесь представлены частицы вирусов Пичинде с трехсегментным геномом с реаранжировками их 

ORF. В одном аспекте здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая один L-сегмент и два S-сегмента или два L-сегмента и один S-сегмент. В некоторых вариантах 

осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом не рекомбинируется в компетентную 

по репликации частицу вируса Пичинде с двухсегментным геномом. Конкретнее, в некоторых вариантах 

осуществления два из геномных сегментов (например, два S-сегмента или два L-сегмента соответствен-

но) не могут рекомбинироваться таким образом, чтобы привести к одному вирусному сегменту, который 

мог бы заменить два родительских сегмента. В конкретных вариантах осуществления частица вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом содержит ORF в положении, отличном от положения ORF дикого 

типа. В еще одном конкретном варианте осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным ге-

номом содержит все четыре ORF вируса Пичинде. Таким образом, в некоторых вариантах осуществле-

ния частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом является компетентной по репликации и инфек-

ционной. В других вариантах осуществления в частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом от-

сутствует одна из четырех ORF вируса Пичинде. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления 

частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом является инфекционной, но неспособной давать 

дальнейшее инфекционное потомство в некомплементирующих клетках. 

В некоторых вариантах осуществления ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок, в частице 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описываемой здесь, может находиться под контролем 3'-

UTR вируса Пичинде или 5'-UTR вируса Пичинде. В более конкретных вариантах осуществления 3'-UTR 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом представляет собой 3'-UTR S-сегмент(ов) вируса Пичинде. В 

другом конкретном варианте осуществления 3'-UTR вируса Пичинде с трехсегментным геномом пред-

ставляет собой 3'-UTR L-сегмента(ов) вируса Пичинде с трехсегментным геномом. В более конкретных 

вариантах осуществления 5'-UTR вируса Пичинде с трехсегментным геномом представляет собой 5'-UTR 

S-сегмент(ов) вируса Пичинде. В других конкретных вариантах осуществления 5'-UTR представляет со-

бой 5'-UTR L сегмента(ов). 

В других вариантах осуществления ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок, в частице ви-

руса Пичинде с трехсегментным геномом, описываемой здесь, может находиться под контролем консер-

вативного элемента в виде концевой последовательности аренавируса (5'- и 3'-концевых 19-21-

нуклеотидных районов) (смотрите, например, Perez & de la Torre, 2003, J Virol. 77 (2): 1184-1194). 

В некоторых вариантах осуществления ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок, в частице 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описываемой здесь, может находиться под контролем про-

моторного элемента 5'-UTR (смотрите, например, Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). В другом 

варианте осуществления ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок, в частице вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом может находиться под контролем промоторного элемента 3'-UTR (смотрите, 

например, Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). В более конкретных вариантах осуществления 

промоторный элемент 5'-UTR представляет собой промоторный элемент 5'-UTR S-сегмента(ов) или L-

сегмента(ов). В другом конкретном варианте осуществления промоторный элемент 3'-UTR представляет 

собой промоторный элемент 3'-UTR S-сегмента(ов) или L-сегмента(ов). 

В некоторых вариантах осуществления ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок, в частице 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом может находиться под контролем усеченной 3'-UTR вируса 

Пичинде или усеченной 5'-UTR вируса Пичинде (смотрите, например, Perez & de la Torre, 2003, J Virol. 

77 (2): 1184-1194; Albarino et al., 2011, J Virol., 85 (8): 4020-4). В более конкретных вариантах осуществ-

ления усеченная 3'-UTR представляет собой 3'-UTR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде. В более 

конкретных вариантах осуществления усеченная 5'-UTR представляет собой 5'-UTR S-сегмента(ов) или 

L-сегмента(ов) вируса Пичинде. 

Также здесь представлена кДНК частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. В более кон-

кретных вариантах осуществления здесь представлена последовательность ДНК или совокупность по-

следовательностей ДНК, кодирующих частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, определен-

ная в табл. 2 или 3. 

В некоторых вариантах осуществления нуклеиновая кислота, кодирующая геномный сегмент виру-

са Пичинде с трехсегментным геномом, описанный здесь, может быть идентична по последовательности 

по меньшей мере в некоторой степени последовательности нуклеиновой кислоты, раскрытой здесь. Со-

ответственно, в некоторых аспектах нуклеиновая кислота, кодирующая геномный сегмент вируса Пи-

чинде с трехсегментным геномом, идентична по последовательности по меньшей мере на 80%, по мень-

шей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по меньшей мере на 91%, по меньшей мере на 92%, по 
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меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96%, по 

меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или по меньшей мере на 99%, или полностью идентична 

последовательности нуклеиновой кислоты, раскрытой здесь под SEQ ID NO, или последовательности 

нуклеиновой кислоты, которая гибридизуется с последовательностью нуклеиновой кислоты, раскрытой 

здесь под SEQ ID NO. Условия гибридизации могут включать очень жесткие, умеренно жесткие или ус-

ловия гибридизации низкой жесткости, которые хорошо известны специалисту в данной области техни-

ки, такие как те, которые здесь описаны. Аналогично, нуклеиновая кислота, которая может использо-

ваться для получения геномного сегмента вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанного здесь, 

может быть по меньшей мере в некоторой степени идентична по последовательности нуклеиновой ки-

слоте, раскрытой здесь под SEQ ID NO, или нуклеиновой кислоте, которая гибридизуется с последова-

тельностью нуклеиновой кислоты, раскрытой здесь под SEQ ID NO. Например, нуклеиновая кислота, 

которая используется для получения геномного сегмента вируса Пичинде с трехсегментным геномом, 

может быть идентична по меньшей мере на 80%, по меньшей мере на 85%, по меньшей мере на 90%, по 

меньшей мере на 91%, по меньшей мере на 92%, по меньшей мере на 93%, по меньшей мере на 94%, по 

меньшей мере на 95%, по меньшей мере на 96%, по меньшей мере на 97%, по меньшей мере на 98% или 

по меньшей мере на 99% или быть полностью идентична описанной здесь последовательности нуклеи-

новой кислоты. 

В некоторых вариантах осуществления нуклеиновые кислоты, кодирующие геном вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, является частью одного или более векторов для экспрессии ДНК или вклю-

чены в них. В конкретном варианте осуществления нуклеиновые кислоты, кодирующие геном частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, являются частью одного или более векторов для экспрессии 

ДНК, которые облегчает образование частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанной 

здесь, или включены в них. В другом варианте осуществления описанная здесь кДНК может быть вклю-

чена в плазмиду. Более подробное описание кДНК или экспрессионных систем представлено в разделе 

4.5.1. Методами получения кДНК являются распространенные и общепринятые методы молекулярной 

биологии и манипуляции и получения ДНК. Может использоваться любой метод клонирования, извест-

ный квалифицированному специалисту. Такие методы хорошо известны квалифицированному специали-

сту и доступны ему в лабораторных руководствах, таких как Sambrook and Russell, Molecular Cloning: A 

Laboratory Manual, 3
rd

 edition, Cold Spring Harbor Laboratory N.Y. (2001). 

В некоторых вариантах осуществления кДНК для трехсегментного генома вируса Пичинде введена 

(например, трансфицируется) в клетку-хозяина. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления 

здесь представлена клетка-хозяин, содержащая кДНК для трехсегментного генома частицы вируса Пи-

чинде (т.е. кДНК для геномных сегментов частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом). В дру-

гих вариантах осуществления описанная здесь кДНК является частью вектора для экспрессии ДНК или 

может быть включена в него и введена в клетку-хозяина. Таким образом, в некоторых вариантах осуще-

ствления здесь представлена клетка-хозяин, содержащая описанную здесь кДНК, которая включена в 

вектор. В других вариантах осуществления геномные сегменты вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом (т.е. L-сегмент и/или S-сегмент или сегменты), описанные здесь, введены в клетку-хозяина. 

В некоторых вариантах осуществления здесь описан способ образования частицы вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, причем способ включает транскрибирование кДНК для частицы вируса Пи-

чинде с трехсегментным геномом. В некоторых вариантах осуществления белок в виде вирусной поли-

меразы может присутствовать во время транскрипции частицы вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом in vitro или in vivo. В некоторых вариантах осуществления транскрипция геномного сегмента вируса 

Пичинде осуществляется с использованием двунаправленного промотора. 

В других вариантах осуществления транскрипция геномного сегмента вируса Пичинде осуществля-

ется с использованием кассеты для двунаправленной экспрессии (смотрите, например, Ortiz-Riaño et al., 

2013 J Gen Virol., 94(Pt6): 1175-1188). В более конкретных вариантах осуществления кассета для двуна-

правленной экспрессии содержит как промотор для полимеразы I, так и промотор для полимеразы II, с 

осуществлением считывания с противоположных сторон в два конца вставленного геномного сегмента 

вируса Пичинде, соответственно. 

В других вариантах осуществления транскрипция кДНК геномного сегмента вируса Пичинде, опи-

санного здесь, включает промотор. Конкретные примеры промоторов включают промотор для РНК-

полимеразы I, промотор для РНК-полимеразы II, промотор для РНК-полимеразы III, промотор Т7, про-

мотор SP6 или промотор T3. 

В некоторых вариантах осуществления способ образования частицы вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом может дополнительно включать введение в клетку-хозяина кДНК для частицы вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом. В некоторых вариантах осуществления способ образования части-

цы вируса Пичинде с трехсегментным геномом может дополнительно включать введение в клетку-

хозяина кДНК для частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, причем клетка-хозяин экспрес-

сирует все другие компоненты для образования частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом; и 

очистку частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом от супернатанта клетки-хозяина. Такие 

способы хорошо известны специалистам в данной области техники. 
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Здесь представлены линии клеток, культуры и способы культивирования клеток, инфицированных 

нуклеиновыми кислотами, векторами и композициями, представленными здесь. Более подробное описа-

ние нуклеиновых кислот, векторных систем и линий клеток, описанных здесь, представлено в разделе 

4.5. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, опи-

санная здесь, приводит к образованию инфекционной и компетентной по репликации частицы вируса 

Пичинде. В конкретных вариантах осуществления описанная здесь частица вируса Пичинде является 

аттенуированной. В конкретном варианте осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным 

геномом является аттенуированной так, что вирус остается, по меньшей мере частично, компетентным 

по репликации и может реплицироваться in vivo, но может только порождать низкие концентрации виру-

са в крови, что приводит к субклиническим уровням инфекции, которые являются непатогенными. Такие 

аттенуированные вирусы могут использоваться в качестве иммуногенной композиции. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом имеет 

тот же тропизм, что и частица вируса Пичинде с двухсегментным геномом. 

Также здесь представлен набор, включающий, в одном или более контейнерах, одну или более 

кДНК, описанных здесь. В конкретном варианте осуществления набор включает, в одном или двух или 

более контейнерах, частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанную здесь. Набор может, 

кроме того, включать одно или более из следующего: клетку-хозяина, подходящую для спасения части-

цы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, реагенты, подходящие для трансфекции кДНК плазмиды 

в клетку-хозяина, хелпер-вирус, плазмиды, кодирующие вирусные белки, и/или один или более олиго-

нуклеотидных праймеров, специфических для модифицированного геномного сегмента вируса Пичинде, 

или частицы вируса Пичинде или кодирующих ее нуклеиновых кислот. 

Здесь представлены иммуногенные композиции, которые содержат частицу вируса Пичинде с трех-

сегментным геномом, как описано в разделе 4.6 и 4.7. 

4.2.1. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-

сегмента. 

В одном аспекте здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержа-

щая один L-сегмент и два S-сегмента. В некоторых вариантах осуществления размножение частицы ви-

руса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащей один L-сегмент и два S-сегмента, не приводит к 

образованию компетентной по репликации вирусной частицы с двухсегментным геномом. В конкретных 

вариантах осуществления размножение частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержа-

щей один L-сегмент и два S-сегмента, не приводит к образованию компетентной по репликации вирус-

ной частицы с двухсегментным геномом после по меньшей мере 10 дней, по меньшей мере 20 дней, по 

меньшей мере 30 дней, по меньшей мере 40 дней, по меньшей мере 50 дней, по меньшей мере 60 дней, по 

меньшей мере 70 дней, по меньшей мере 80 дней, по меньшей мере 90 дней или по меньшей мере 100 

дней персистирующей инфекции у мышей, у которых отсутствует интерфероновый рецептор типа I, ин-

терфероновый рецептор типа II и активирующий рекомбинацию ген 1 (RAG1), и которые были инфици-

рованы 10
4
 БОЕ частиц вируса Пичинде с трехсегментным геномом (смотрите раздел 4.8.13). В других 

вариантах осуществления размножение частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержа-

щей один L-сегмент и два S-сегмента, не приводит к образованию компетентной по репликации вирус-

ной частице с двухсегментным геномом после по меньшей мере 10 пассажей, по меньшей мере 20 пасса-

жей, по меньшей мере 30 пассажей, по меньшей мере 40 пассажей или по меньшей мере 50 пассажей. 

В некоторых вариантах осуществления межсегментная рекомбинация двух S-сегментов частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, представленной здесь, которая объединяет две ORF арена-

вируса в одном, а не в двух отдельных сегментах, приводит к образованию нефункционального промото-

ра (т.е. геномного сегмента со структурой: 5'UTR-----------5'UTR или 3'UTR------------3'UTR), в которой 

каждая UTR, образующая один конец генома, представляет собой последовательность инвертированного 

повтора другого конца того же генома. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая один L-сегмент и два S-сегмента, была сконструирована, чтобы служить носителем ORF вируса 

Пичинде в положении, отличном от положения ORF дикого типа. В других вариантах осуществления 

частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-сегмента, была 

сконструирована, чтобы служить носителем двух ORF вируса Пичинде или трех ORF вируса Пичинде, 

или четырех ORF вируса Пичинде, или пяти ORF вируса Пичинде, или шести ORF вируса Пичинде в 

положении, отличном от положения дикого типа. В конкретных вариантах осуществления частица виру-

са Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-сегмента, содержит полный 

комплект из четырех ORF вируса Пичинде. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления час-

тица вируса Пичинде с трехсегментным геномом является инфекционной и компетентной по репликации 

частицей вируса Пичинде с трехсегментным геномом. В конкретных вариантах осуществления два S-

сегмента частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом были сконструированы, чтобы служить 

носителем одной из их ORF в положении, отличном от положения дикого типа. В более конкретных ва-

риантах осуществления два S-сегмента содержат полный комплект ORF S-сегмента. В некоторых кон-
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кретных вариантах осуществления L-сегмент был сконструирован, чтобы служить носителем ORF в по-

ложении, отличном от положения дикого типа, или L-сегмент может быть геномным сегментом дикого 

типа. 

В некоторых вариантах осуществления одним из двух S-сегментов может быть: 

(i) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 5'-

UTR вируса Пичинде; 

(ii) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-

UTR вируса Пичинде; 

(iii) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR 

вируса Пичинде; 

(iv) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR 

вируса Пичинде; 

(v) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 3'-

UTR вируса Пичинде; и 

(vi) S-сегмент вируса Пичинде, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-

UTR вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая один L-сегмент и два S-сегмента, может содержать дублет ORF (т.е. две ORF S-сегмента дикого 

типа, например GP или NP). В конкретных вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-сегмента, может содержать один дублет ORF 

(например, (GP, GP)) или два дублета ORF (например, (GP, GP) и (NP, NP)). 

Табл. 2А, приведенная ниже, является иллюстрацией организации генома частицы вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, содержащей один L-сегмент и два S-сегмента, причем межсегментная ре-

комбинация двух S-сегментов в трехсегментном геноме вируса Пичинде не приводит к образованию 

компетентной по репликации вирусной частице с двухсегментным геномом и отменяет аренавирусную 

промоторную активность (т.е. результирующий рекомбинированный S-сегмент состоит из двух 3'-UTR 

вместо 3'-UTR и 5'-UTR). 
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Таблица 2А 

Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-сегмента 

 
Положение 1 находится под контролем 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 2 находится 

под контролем 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 3 находится под контролем 5'-UTR S-

сегмента вируса Пичинде; положение 4 находится под контролем 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде. 

положение 5 находится под контролем 5'-UTR L-сегмента вируса Пичинде; положение 6 находится под 

контролем 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде. 

*ORF означает, что была вставлена гетерологичная ORF. 

В некоторых вариантах осуществления IGR между положением 1 и положением 2 может представ-

лять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; IGR между положением 2 и 3 может пред-

ставлять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; и IGR между положением 5 и 6 может 

представлять собой IGR L-сегмента вируса Пичинде. В конкретном варианте осуществления IGR между 

положением 1 и положением 2 может представлять собой IGR S-сегмента вируса Пичинде; IGR между 

положением 2 и 3 может представлять собой IGR S-сегмента вируса Пичинде; и IGR между положением 

5 и 6 может представлять собой IGR L-сегмента вируса Пичинде. В некоторых вариантах осуществления 

возможны и другие комбинации. Например, частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая один L-сегмент и два S-сегмента, в случае которой межсегментная рекомбинация двух S-

сегментов в трехсегментном геноме вируса Пичинде не приводит к образованию компетентной по реп-

ликации вирусной частицы с двухсегментным геномом и отменяет аренавирусную промоторную актив-

ность (т.е. результирующий рекомбинированный S-сегмент состоит из двух 5'-UTR вместо 3'-UTR и 5'-

UTR). 

В некоторых вариантах осуществления межсегментная рекомбинация S-сегмента и L-сегмента в ча-

стице вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащей один L-сегмент и два S-сегмента, восста-

навливает функциональный сегмент с двумя вирусными генами только в одном сегменте вместо двух 

отдельных сегментов. В других вариантах осуществления межсегментная рекомбинация S-сегмента и L-

сегмента в частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащей один L-сегмент и два S-
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сегмента, не приводит к образованию компетентной по репликации вирусной частицы с двухсегментным 

геномом. 

Табл. 2В, приведенная ниже, является иллюстрацией организации генома частицы вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, содержащей один L-сегмент и два S-сегмента, в которой межсегментная ре-

комбинация S-сегмента и L-сегмента в трехсегментном геноме вируса Пичинде не приводит к образова-

нию компетентной по репликации вирусной частицы с двухсегментным геномом и отменяет аренавирус-

ную промоторную активность (т.е. результирующий рекомбинированный S-сегмент состоит из двух 3'-

UTR вместо 3'-UTR и 5'-UTR). 

Таблица 2В 

Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-сегмента 

 
Положение 1 находится под контролем 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 2 находится 

под контролем 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 3 находится под контролем 5'-UTR S-

сегмента вируса Пичинде; положение 4 находится под контролем 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде. 

положение 5 находится под контролем 5'-UTR L-сегмента вируса Пичинде; положение 6 находится под 

контролем 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде. 

*ORF означает, что была вставлена гетерологичная ORF. 

В некоторых вариантах осуществления IGR между положением 1 и положением 2 может представ-

лять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; IGR между положением 2 и 3 может пред-

ставлять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; и IGR между положением 5 и 6 может 

представлять собой IGR L-сегмента вируса Пичинде. В конкретном варианте осуществления IGR между 

положением 1 и положением 2 может представлять собой IGR S-сегмента вируса Пичинде; IGR между 

положением 2 и 3 может представлять собой IGR S-сегмента вируса Пичинде; и IGR между положением 

5 и 6 может представлять собой IGR L-сегмента вируса Пичинде. В некоторых вариантах осуществления 

возможны и другие комбинации. Например, частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая один L-сегмент и два S-сегмента, в случае которой межсегментная рекомбинация двух S-

сегментов в трехсегментном геноме вируса Пичинде не приводит к образованию компетентной по реп-

ликации вирусной частицы с двухсегментным геномом и отменяет аренавирусную промоторную актив-

ность (т.е. результирующий рекомбинированный S-сегмент состоит из двух 5'-UTR вместо 3'-UTR и 5'-

UTR). 

В некоторых вариантах осуществления специалист в данной области техники мог бы сконструиро-

вать геном вируса Пичинде с организацией, проиллюстрированной в табл. 2А или 2В и описанной здесь, 

а затем использовать анализ, описанный в разделе 4.8, для определения того, является ли частица вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом генетически стабильной, т.е. не приводит ли к образованию компе-

тентной по репликации вирусной частице с двухсегментным геномом, как здесь обсуждалось. 

4.2.2. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая два L-сегмента и один S-

сегмент. 

В одном аспекте здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержа-

щая два L-сегмента и один S-сегмент. В некоторых вариантах осуществления размножение частицы ви-

руса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащей два L-сегмента и один S-сегмент, не приводит к 

образованию компетентной по репликации вирусной частицы с двухсегментным геномом. В конкретных 

вариантах осуществления размножение частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержа-
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щей два L-сегмента и один S-сегмент, не приводит к образованию компетентной по репликации вирус-

ной частице с двухсегментным геномом после по меньшей мере 10 дней, по меньшей мере 20 дней, по 

меньшей мере 30 дней, по меньшей мере 40 дней, по меньшей мере 50 дней, по меньшей мере 60 дней, по 

меньшей мере 70 дней, по меньшей мере 80 дней, по меньшей мере 90 дней или по меньшей мере 100 

дней персистирующей инфекции у мышей, у которых отсутствует интерфероновый рецептор типа I, ин-

терфероновый рецептор типа II и активирующий рекомбинацию ген 1 (RAG1), и которые были инфици-

рованы 10
4
 БОЕ частиц вируса Пичинде с трехсегментным геномом (смотрите раздел 4.8.13). В других 

вариантах осуществления размножение частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержа-

щей два L-сегмента и один S-сегмент, не приводит к образованию компетентной по репликации вирус-

ной частице с двухсегментным геномом после по меньшей мере 10 пассажей, 20 пассажей, 30 пассажей, 

40 пассажей или 50 пассажей. 

В некоторых вариантах осуществления межсегментная рекомбинация двух L-сегментов частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, представленной здесь, которая объединяет две ORF вируса 

Пичинде в одном, а не в двух отдельных сегментах, приводит к образованию нефункционального промо-

тора (т.е. геномного сегмента со структурой: 5'-UTR-----------5'UTR или 3'UTR------------3'UTR), в которой 

каждая UTR, образующая один конец генома, представляет собой последовательность инвертированного 

повтора другого конца того же генома. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая два L-сегмента и один S-сегмент, была сконструирована, чтобы служить носителем ORF вируса 

Пичинде в положении, отличном от положения ORF дикого типа. В других вариантах осуществления 

частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая два L-сегмента и один S-сегмент, была 

сконструирована, чтобы служить носителем двух ORF вируса Пичинде или трех ORF вируса Пичинде, 

или четырех ORF вируса Пичинде, или пяти ORF вируса Пичинде, или шести ORF вируса Пичинде в 

положении, отличном от положения дикого типа. В конкретных вариантах осуществления частица виру-

са Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая два L-сегмента и один S-сегмент, содержит полный 

комплект из всех четырех ORF вируса Пичинде. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления 

частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом является инфекционной и компетентной по репли-

кации частицей вируса Пичинде с трехсегментным геномом. В конкретных вариантах осуществления два 

L-сегмента частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом были сконструированы, чтобы служить 

носителем одной из их ORF в положении, отличном от положения дикого типа. В более конкретных ва-

риантах осуществления два L-сегмента содержат полный комплект ORF L-сегмента. В некоторых кон-

кретных вариантах осуществления S-сегмент был сконструирован, чтобы служить носителем одной из их 

ORF в положении, отличном от положения дикого типа, или S-сегмент может быть геномным сегментом 

дикого типа. 

В некоторых вариантах осуществления одним из двух L-сегментов может быть: 

(i) L-сегмент, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичинде; 

(ii) L-сегмент, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 5'-UTR вируса Пичинде; 

(iii) L-сегмент, в котором ORF, кодирующая L-белок, находится под контролем 5'-UTR вируса Пи-

чинде; 

(iv) L-сегмент, в котором ORF, кодирующая GP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

(v) L-сегмент, в котором ORF, кодирующая NP, находится под контролем 3'-UTR вируса Пичинде; 

и 

(vi) L-сегмент, в котором ORF, кодирующая белок Z, находится под контролем 3'-UTR вируса Пи-

чинде. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содер-

жащая два L-сегмент и один S-сегмента, может содержать дублет ORF (т.е. две ORF L-сегмента дикого 

типа, например белок Z или L-белок). В конкретных вариантах осуществления частица вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, содержащая два L-сегмента и один S-сегмент, может содержать один дублет 

ORF (например, (белок Z, белок Z)) или два дублета ORF (например, (белок Z, белок Z) и (L-белок, L-

белок)). 

Табл. 3А, приведенная ниже, является иллюстрацией организации генома частицы вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, содержащей два L-сегмента и один S-сегмент, причем межсегментная ре-

комбинация двух L-сегментов в трехсегментном геноме вируса Пичинде не приводит к образованию 

компетентной по репликации вирусной частице с двухсегментным геномом и отменяет аренавирусную 

промоторную активность (т.е. предположительно результирующий рекомбинированный L-сегмент будет 

состоять из двух 3'-UTR или двух 5'-UTR вместо 3'-UTR и 5'-UTR). На основе табл. 3 можно было бы 

представить аналогичные комбинации для образования частицы вируса Пичинде, состоящей из двух 5'-

UTR, a не 3'-UTR и 5'-UTR. 
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Таблица 3А 

Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая два L-сегмента и один S-сегмент 
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Положение 1 находится под контролем 5'-UTR L-сегмента вируса Пичинде; положение 2 находится 

под контролем 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде; положение 3 находится под контролем 5'-UTR L-

сегмента вируса Пичинде; положение 4 находится под контролем 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде. 

положение 5 находится под контролем 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 6 находится под 

контролем 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде. 

*ORF означает, что была вставлена гетерологичная ORF. 

В некоторых вариантах осуществления IGR между положением 1 и положением 2 может представ-

лять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; IGR между положением 2 и 3 может пред-

ставлять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; и IGR между положением 5 и 6 может 

представлять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде. В конкретном варианте осуществ-

ления IGR между положением 1 и положением 2 может представлять собой IGR L-сегмента вируса Пи-

чинде; IGR между положением 2 и 3 может представлять собой IGR L-сегмента вируса Пичинде; и IGR 

между положением 5 и 6 может представлять собой IGR S-сегмента вируса Пичинде. В некоторых вари-

антах осуществления также возможны и другие комбинации. 

В некоторых вариантах осуществления межсегментная рекомбинация L-сегмента и S-сегмента из 

частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащей два L-сегмента и один S-сегмента, 

восстанавливает функциональный сегмент с двумя вирусными генами только в одном сегменте вместо 

двух отдельных сегментов. В других вариантах осуществления межсегментная рекомбинация L-сегмента 

и S-сегмента в частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащей два L-сегмента и один 

S-сегмент, не приводит к образованию компетентной по репликации вирусной частицы с двухсегмент-

ным геномом. 

Табл. 3В, приведенная ниже, является иллюстрацией организации генома частицы вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, содержащей два L-сегмента и один S-сегмент, в случае которой межсег-

ментная рекомбинация L-сегмента и S-сегмента в трехсегментном геноме вируса Пичинде не приводит к 

образованию компетентной по репликации вирусной частицы с двухсегментным геномом и отменяет 

аренавирусную промоторную активность (т.е. результирующий рекомбинированный S-сегмент состоит 

из двух 3'-UTR вместо 3'-UTR и 5'-UTR). 
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Таблица 3В 

Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая два L-сегмента и один S-сегмент 

 

 
Положение 1 находится под контролем 5'-UTR L-сегмента вируса Пичинде; положение 2 находится 

под контролем 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде; положение 3 находится под контролем 5'-UTR L-

сегмента вируса Пичинде; положение 4 находится под контролем 3'-UTR L-сегмента вируса Пичинде. 

положение 5 находится под контролем 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде; положение 6 находится под 

контролем 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде. 

*ORF означает, что была вставлена гетерологичная ORF. 

В некоторых вариантах осуществления IGR между положением 1 и положением 2 может представ-

лять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; IGR между положением 2 и 3 может пред-

ставлять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде; и IGR между положением 5 и 6 может 

представлять собой IGR S-сегмента или L-сегмента вируса Пичинде. В конкретном варианте осуществ-

ления IGR между положением 1 и положением 2 может представлять собой IGR L-сегмента вируса Пи-

чинде; IGR между положением 2 и 3 может представлять собой IGR L-сегмента вируса Пичинде; и IGR 

между положением 5 и 6 может представлять собой IGR S-сегмента вируса Пичинде. В некоторых вари-

антах осуществления также возможны и другие комбинации. 

В некоторых вариантах осуществления специалист в данной области техники мог бы сконструиро-

вать геном вируса Пичинде с организацией, проиллюстрированной в табл. 3А или 3В и описанной здесь, 

а затем использовать анализ, описанный в разделе 4.8, для определения того, является ли частица вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом генетически стабильной, т.е. не приводит ли к компетентной по ре-

пликации вирусной частице с даухсегментным геномом, как здесь обсуждалось. 

4.2.3. Частица дефектного по репликации вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

В некоторых вариантах осуществления здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом, в которой (i) ORF находится в положении, отличном от положения ORF дикого типа; и (ii) 

ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок, была удалена или функционально инактивирована, так 

что результирующий вирус не может давать в дальнейшем потомство в виде инфекционных вирусных 

частиц (т.е. является дефектным по репликации). В некоторых вариантах осуществления третьим сегмен-

том вируса Пичинде может быть S-сегмент. В других вариантах осуществления третьим сегментом виру-

са Пичинде может быть L-сегмент. В более конкретных вариантах осуществления третий сегмент вируса 

Пичинде может быть сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от поло-

жения ORF дикого типа, или третьим сегментом вируса Пичинде может быть геномный сегмент вируса 

Пичинде дикого типа. В еще более конкретных вариантах осуществления в третьем сегменте вируса Пи-

чинде отсутствует ORF вируса Пичинде, кодирующая GP, NP, белок Z или L-белок. 

В некоторых вариантах осуществления сегмент трехсегментного генома может быть гибридом S- 

или L-сегмента (т.е. геномным сегментом, который может представлять собой комбинацию S-сегмента и 

L-сегмента). В других вариантах осуществления гибридный сегмент представляет собой S-сегмент, со-

держащий IGR L-сегмента. В другом варианте осуществления гибридный сегмент представляет собой L-

сегмент, содержащий IGR S-сегмента. В других вариантах осуществления гибридный сегмент представ-

ляет собой UTR S-сегмента с IGR L-сегмента. В другом варианте осуществления гибридный сегмент 

представляет собой UTR L-сегмента с IGR S-сегмента. В конкретных вариантах осуществления гибрид-

ный сегмент представляет собой 5'-UTR S-сегмента с IGR L-сегмента или 3'-UTR S-сегмента с IGR L-
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сегмента. В других конкретных вариантах осуществления гибридный сегмент представляет собой 5'-UTR 

L-сегмента с IGR S-сегмента или 3'-UTR L-сегмента с IGR S-сегмента. 

Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая генетически модифицированный 

геном, в котором одна или более ORF была удалена или функционально инактивирована, может быть 

образована в комплементирующих клетках (т.е. клетках, которые экспрессируют ORF вируса Пичинде, 

которая была удалена или функционально инактивирована). Генетический материал результирующей 

частицы вируса Пичинде может переноситься при инфицировании клетки-хозяина в клетку-хозяина, в 

которой генетический материал может быть экпрессирован и амплифицирован. Кроме того, геном гене-

тически модифицированной частицы вируса Пичинде, описываемой здесь, может кодировать гетероло-

гичную ORF из организма, отличного от частицы вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления по меньшей мере одна из четырех ORF, кодирующих GP, 

NP, белок Z и L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пи-

чинде. В другом варианте осуществления по меньшей мере одна ORF, по меньшей мере две ORF, по 

меньшей мере три ORF или по меньшей мере четыре ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и L-белок, мо-

гут быть удалены и заменены гетерологичной ORP из организма, отличного от вируса Пичинде. В кон-

кретных вариантах осуществления только одна из четырех ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и L-белок, 

удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от частицы вируса Пичинде. В более 

конкретных вариантах осуществления удалена ORF, которая кодирует GP, геномного сегмента вируса 

Пичинде. В другом конкретном варианте осуществления удалена ORF, которая кодирует NP, геномного 

сегмента вируса Пичинде. В более конкретных вариантах осуществления удалена ORF, которая кодирует 

белок Z, геномного сегмента вируса Пичинде. В еще одном конкретном варианте осуществления удалена 

ORF, кодирующая L-белок. 

В некоторых вариантах осуществления здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-сегмента, в которой (i) ORF находится в положении, 

отличном от положения ORF дикого типа; и (ii) кодирующая GP или NP ORF была удалена или функ-

ционально инактивирована, так что результирующий вирус является дефектным по репликации и не яв-

ляется инфекционным. В конкретном варианте осуществления одна ORF удалена и заменена гетероло-

гичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В другом конкретном варианте осуществления 

две ORF удалены и заменены гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В других 

конкретных вариантах осуществления три ORF удалены и заменены гетерологичной ORF из организма, 

отличного от вируса Пичинде. В конкретных вариантах осуществления кодирующая GP ORF удалена и 

заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В других конкретных вари-

антах осуществления ORF, кодирующая NP, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, от-

личного от вируса Пичинде. В еще более конкретных вариантах осуществления ORF, кодирующая NP, и 

ORF, кодирующая GP, удалены и заменены одной или двумя гетерологичными ORF из организма, от-

личного от частицы вируса Пичинде. Таким образом, в некоторых вариантах осуществления частица ви-

руса Пичинде с трехсегментным геномом содержит (i) один L-сегмент и два S-сегмента; (ii) ORF в поло-

жении, отличном от положения ORF дикого типа; (iii) одну или более гетерологичных ORF из организма, 

отличного от вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления здесь представлена частица вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом, содержащая два L-сегмента и один S-сегмент, в которой (i) ORF находится в положении, 

отличном от положения ORF дикого типа; и (ii) ORF, кодирующая белок Z, и/или L-белок, была удалена 

или функционально инактивирована, так что результирующий вирус является дефектным по репликация 

и неинфекционным. В конкретном варианте осуществления одна ORF удалена и заменена гетерологич-

ной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В другом конкретном варианте осуществления две 

ORF удалены и заменены гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В конкрет-

ных вариантах осуществления ORF, кодирующая белок Z, удалена и заменена гетерологичной ORF из 

организма, отличного от вируса Пичинде. В других конкретных вариантах осуществления ORF, коди-

рующая L-белок, удалена и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. В 

еще более конкретных вариантах осуществления ORF, кодирующая белок Z, и ORF, кодирующая L-

белок, удалены и заменены гетерологичной ORF из организма, отличного от частицы вируса Пичинде. 

Таким образом, в некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом включает (i) два L-сегмента и один S-сегмент; (ii) ORF в положении, отличном от положения ORF 

дикого типа; (iii) гетерологичную ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

Таким образом, в некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным 

геномом, представленная здесь, включает частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом (т.е. од-

ним L-сегментом и двумя S-сегментами или двумя L-сегментами и одним S-сегментом), которая i) скон-

струирована, чтобы служить носителем ORF в неприродном положении; ii) в которой ORF, кодирующая 

GP, NP, белок Z или L-белок, удалена; iii) удаленная ORF заменена одной или более гетерологичных 

ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления длина гетерологичной ORF составляет от 8 до 100 нуклео-

тидов, от 15 до 100 нуклеотидов, от 25 до 100 нуклеотидов, от 50 до 200 нуклеотидов, от 50 до 400 нук-
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леотидов, от 200 до 500 нуклеотидов или от 400 до 600 нуклеотидов, от 500 до 800 нуклеотидов. В дру-

гих вариантах осуществления длина гетерологичной ORF составляет от 750 до 900 нуклеотидов, от 800 

до 1000 нуклеотидов, от 850 до 1000 нуклеотидов, от 900 до 1200 нуклеотидов, от 1000 до 1200 нуклео-

тидов, от 1000 до 1500 нуклеотидов или от 10 до 1500 нуклеотидов, от 1500 до 2000 нуклеотидов, от 1700 

до 2000 нуклеотидов, от 2000 до 2300 нуклеотидов, от 2200 до 2500 нуклеотидов, от 2500 до 3000 нук-

леотидов, от 3000 до 3200 нуклеотидов, от 3000 до 3500 нуклеотидов, от 3200 до 3600 нуклеотидов, от 

3300 до 3800 нуклеотидов, от 4000 нуклеотидов до 4400 нуклеотидов, от 4200 до 4700 нуклеотидов, от 

4800 до 5000 нуклеотидов, от 5000 до 5200 нуклеотидов, от 5200 до 5500 нуклеотидов, от 5500 до 5800 

нуклеотидов, от 5800 до 6000 нуклеотидов, от 6000 до 6400 нуклеотидов, от 6200 до 6800 нуклеотидов, 

от 6600 до 7000 нуклеотидов, от 7000 до 7200 нуклеотидов, от 7200 до 7500 нуклеотидов или 7500 нук-

леотидов. В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует пептид или полипептид 

длиной от 5 до 10 аминокислот, от 10 до 25 аминокислот, от 25 до 50 аминокислот, от 50 до 100 амино-

кислот, от 100 до 150 аминокислот, от 150 до 200 аминокислот, от 200 до 250 аминокислот, от 250 до 300 

аминокислот, от 300 до 400 аминокислот, от 400 до 500 аминокислот, от 500 до 750 аминокислот, от 750 

до 1000 аминокислот, от 1000 до 1250 аминокислот, от 1250 до 1500 аминокислот, от 1500 до 1750 ами-

нокислот, от 1750 до 2000 аминокислот, от 2000 до 2500 аминокислот или более чем 2500 или более ами-

нокислот. В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует полипептид, длина ко-

торого не превышает 2500 аминокислот. В конкретных вариантах осуществления гетерологичная ORF не 

содержит стоп-кодон. В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF оптимизирована в 

отношении частоты использования кодонов. В некоторых вариантах осуществления может быть оптими-

зирован нуклеотидный состав, состав нуклеотидных пар или и то и другое. Способы таких оптимизаций 

известны в данной области техники и могут быть применены для оптимизации гетерологичной ORF. 

Любая гетерологичная ORF из организма, отличного от вируса Пичинде, может быть включена в 

частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом. В одном варианте осуществления гетерологичная 

ORF кодирует репортерный белок. Более подробное описание репортерных белков приведено в разделе 

4.3. В другом варианте осуществления гетерологичная ORF кодирует антиген инфекционного патогена 

или антиген, связанный с любым заболеванием, причем антиген способен индуцировать иммунный от-

вет. В конкретных вариантах осуществления антиген происходит из инфекционного организма, опухоли 

(т.е. рака) или аллергена. Более подробное описание гетерологичных ORF приведено в разделе 4.3. 

В некоторых вариантах осуществления рост и инфективность частицы вируса Пичинде не зависит 

от гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

Методы, известные специалисту в данной области техники, могут использоваться для образования 

частицы вируса Пичинде, содержащей геномный сегмент вируса Пичинде, сконструированный, чтобы 

служить носителем ORF вируса Пичинде в положении, отличном от положения дикого типа. Например, 

методы обратной генетики могут использоваться для образования такой частицы вируса Пичинде. В дру-

гих вариантах осуществления дефектная по репликации частица вируса Пичинде (т.е., геномный сегмент 

вируса Пичинде, сконструированный, чтобы служить носителем ORF вируса Пичинде в положении, от-

личном от положения дикого типа, из которого была удалена ORF, кодирующая GP, NP, белок Z, L-

белок) может быть образована в комплементирующей клетке. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение относится к частице вируса Пичин-

де, описанной здесь, подходящей для применения в качестве вакцины, и к способам применения такой 

частицы вируса Пичинде при вакцинации и лечении или профилактике, например, инфекций или рака. 

Более подробное описание способов применения частицы вируса Пичинде, описанной здесь, представле-

но в разделе 4.6. 

В некоторых вариантах осуществления настоящее изобретение относится к частице вируса Пичин-

де, описанной здесь, подходящей для применения в качестве фармацевтической композиции, и к спосо-

бам применения такой частицы вируса Пичинде при вакцинации и лечении или профилактике, например, 

инфекций и рака. Более подробное описание способов применения частицы вируса Пичинде, описанной 

здесь, приведено в разделе 4.6. 

4.3. Частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспресси-

рующая гетерологичную ORF. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде и соответствующая час-

тица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом может содержать гетеро-

логичную ORF. В других вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде и соответствую-

щая частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом может содержать 

представляющий интерес ген. В более конкретных вариантах осуществления гетерологичная ORF или 

представляющий интерес ген кодирует антиген. В более конкретных вариантах осуществления гетероло-

гичная ORF или представляющий интерес ген кодирует репортерный белок или флуоресцентный белок. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичин-

де или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом может содержать одну или более гетероло-

гичных ORF или один или более представляющих интерес генов. В других вариантах осуществления 

геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсег-
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ментным геномом может содержать по меньшей мере одну гетерологичную ORF, по меньшей мере две 

гетерологичных ORF, по меньшей мере три гетерологичных ORF или более гетерологичных ORF. В дру-

гих вариантах осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным 

геномом содержит по меньшей мере один представляющий интерес ген, по меньшей мере два представ-

ляющих интерес гена, по меньшей мере три представляющих интерес гена или более представляющих 

интерес генов. 

Широкий ряд антигенов может быть экспрессирован с помощью геномного сегмента вируса Пи-

чинде, частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом настоящего 

изобретения. В одном варианте осуществления гетерологичная ORF кодирует антиген инфекционного 

патогена или антиген, связанный с любым заболеванием, который способен индуцировать иммунный 

ответ. В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF может кодировать антиген, происхо-

дящий из вируса, бактерии, гриба, паразита, или может экспрессироваться при опухолевом или ассоции-

руемом с опухолью заболевании (т.е. раке), аутоиммунном заболевании, дегенеративном заболевании, 

наследственном заболевании, лекарственной зависимости, ожирении или аллергическом заболевании. 

В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует вирусный антиген. Неогра-

ничивающие примеры вирусных антигенов включают антигены вирусов семейства Adenoviridae (напри-

мер, мастаденовируса и авиаденовируса), вирусов семейства Herpesviridae (например, вируса простого 

герпеса 1, вируса простого герпеса 2, вируса простого герпеса 5, вируса простого герпеса 6, вируса Эп-

штейна-Барра, HHV6-HHV8 и цитомегаловируса), вирусов семейства Leviviridae (например, левивируса, 

энтеробактериофага MS2, аллолевируса), вирусов семейства Poxyiridae (например, Chordopoxyirinae, па-

рапоксвируса, авипоксвируса, каприпоксвируса, лепориипоксвируса, суипоксвируса, вируса рода Mollus-

cipoxvirus и Entomopoxyirinae), вирусов семейства Papovaviridae (например, полиомавируса и папилло-

мавируса), вирусов семейства Paramyxoviridae (например, парамиксовируса, вируса парагриппа 1, мор-

биливируса (например, вируса кори), рубулавируса (например, вируса эпидемического паротита), Pneu-

monovirinae (например, пневмовируса, респираторно-синцитиального вируса человека), респираторно-

синцитиального вируса человека и метапневмовируса (например, пневмовируса птиц и метапневмовиру-

са человека), вирусов семейства Picornaviridae (например, энтеровируса, риновируса, гепатовируса (на-

пример, вируса гепатита А человека), кардиовируса и аптовируса), вирусов семейства Reoviridae (напри-

мер, ортореовируса, орбивируса, ротавируса, циповируса, Фиджи-вируса, фитореовируса и оризавируса), 

вирусов семейства Retroviridae (например, ретровирусов типа В млекопитающих, ретровирусов типа С 

млекопитающих, ретровирусов типа С птиц, группы ретровирусов типа D, ретровирусов BLV-HTLV, 

лентивируса (например вируса иммунодефицита человека (ВИЧ, HIV) 1 и ВИЧ-2 (например, gp160 

ВИЧ), спумавируса), вирусов семейства Flaviviridae (например, вируса гепатита С, вируса денге, вируса 

Западного Нила), вирусов семейства Hepadnaviridae (например, вируса гепатита В), вирусов семейства 

Togaviridae (например, альфавируса (например, вируса синдбиса) и рубивируса (например, вируса крас-

нухи)), вирусов семейства Rhabdoviridae (например, везикуловируса, лиссавируса, эфемеровируса, цито-

рабдовируса и нуклеорабдовируса), вирусов семейства Arenaviridae (например, аренавируса, вируса 

лимфоцитарного хориоменингита, вируса Иппай и вирус лихорадки Ласса) и вирусов семейства Coro-

naviridae (например, коронавируса и торовируа). В конкретном варианте осуществления вирусным анти-

геном является gp120 HIV, gp41, Nef HIV, F-гликопротеин RSV, G-гликопротеин RSV, белок TAX HTLV, 

гликопротеин вируса простого герпеса (например, gB, gC, gD и gE) или поверхностный антиген вируса 

гепатита В, белок Е вируса гепатита С или белок шипов коронавируса. В одном варианте осуществления 

вирусным антигеном не является антиген HIV (ВИЧ). 

В других вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует бактериальный антиген (напри-

мер, белок бактериальной оболочки). В других вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует 

антиген паразита (например, антиген простейшего). В других вариантах осуществления гетерологичная 

нуклеотидная последовательность кодирует антиген гриба. 

Неограничивающие примеры бактериальных антигенов включают антигены бактерий семейства 

Aquaspirillum, семейства Azospirillum, семейства Azotobacteraceae, семейства Bacteroidaceae, Bartonella 

spp., семейства Bdellovibrio, Campylobacter spp., Chlamydia spp. (например, Chlamydia pneumoniae), рода 

Clostridium, семейства Enterobacteriaceae (например, Citrobacter spp., Edwardsiella, Enterobacter aerogenes, 

Envinia spp., Escherichia coli, Hafnia spp., Klebsiella spp., Morganella spp., Proteus vulgaris, Providencia, Sal-

monella spp., Serratia marcescens и Shigella flexneri), семейства Gardinella, Haemophilus influenzae, семей-

ства Halobacteriaceae, семейства Helicobacter, семейства Legionallaceae, Listeria spp., семейства Methylo-

coccaceae, микобактерий (например, Mycobacterium tuberculosis), семейства Neisseriaceae, семейства 

Oceanospirillum, семейства Pasteurellaceae, Pneumococcus spp., Pseudomonas spp., семейства Rhizobiaceae, 

семейства Spirillum, семейства Spirosomaceae, Staphylococcus (например, устойчивых к метициллину 

Staphylococcus aureus и Staphylococcus pyrogenes), Streptococcus (например, Streptococcus enteritidis, Strep-

tococcus fasciae и Streptococcus pneumoniae), Vampirovibrio, семейства Helicobacter, семейства Yersinia, 

Bacillus antracis и семейства Vampirovibrio. 

Неограничивающие примеры антигенов паразитов включают антигены такого паразита, как амеба, 

малярийный паразит, плазмодий, Trypanosoma cruzi. Неограничивающие примеры антигенов грибов 
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включают антигены гриба Absidia spp. (например, Absidia corymbifera и Absidia ramosa), Aspergillus spp. 

(Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger и Aspergillus terreus), Basid-

iobolus ranarum, Blastomyces dermatitidis, Candida spp. (например, Candida albicans, Candida glabrata, Can-

dida kern, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida pseudotropicalis, Candida quillermondii, Candida ru-

gosa, Candida stellatoidea и Candida tropicalis), Coccidioides immitis, Conidiobolus spp., Cryptococcus neo-

forms, Cunninghamella species, дерматофиты, Histoplasma capsulatum, Microsporum gypseum, Mucor pusil-

lus, Paracoccidioides brasiliensis, Pseudallescheria boydii, Rhinosporidium seeberi, Pneumocystis carinii, 

Rhizopus spp. (например, Rhizopus arrhizus, Rhizopus oryzae и Rhizopus microsporus), Saccharomyces spp., 

Sporothrix schenckii, зигомицеты, и таких классов, как Zygomycetes, Ascomycetes, Basidiomycetes, Deu-

teromycetes и Oomycetes. 

В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует опухолевый антиген или ас-

социированный с опухолью антиген. В некоторых вариантах осуществления опухолевый антиген или 

ассоциированный с опухолью антиген включает антигены в случае связанных с опухолью заболеваний, 

включая острый лимфобластный лейкоз, острый миелоидный лейкоз, адренокортикальный рак, адрено-

кортикальный рак у детей, связанные со СПИДом раки, саркому Капоши, анальный рак, рак аппендикса, 

астроцитомы, атипичную тератоидную/рабдоидную опухоль, базальноклеточный рак, рак желчных про-

токов, внепеченочный рак (см. холангиокарциному), рак мочевого пузыря, остеосарко-

му/злокачественную фиброзную гистиоцитому костей, глиому ствола головного мозга, рак головного 

мозга, опухоль головного мозга, астроцитому мозжечка, церебральную астроцитому/злокачественную 

глиому, опухоль головного мозга, эпендимому, медуллобластому, супратенториальные примитивные 

нейроэктодермальные опухоли, глиому зрительного пути и гипоталамуса, рак молочной железы, бронхи-

альные аденомы/карциноиды, лимфому Беркитта, карциноидную опухоль, карциноидную желудочно-

кишечную опухоль, карциному неизвестной первичной локализации, лимфому центральной нервной си-

стемы, первичную, мозжечковую астроцитому, церебральную астроцитому/злокачественную глиому, рак 

шейки матки, раки у детей, хронический бронхит, хронический лимфоцитарный лейкоз, хронический 

миелолейкоз, хронические миелопролиферативные нарушения, рак толстой кишки, Т-клеточную лимфо-

му кожи, десмопластическую мелкокруглоклеточную опухоль, эмфизему, рак эндометрия, эпендимому, 

рак пищевода, саркому Юинга в семействе опухолей типа саркомы Юинга, экстракраниальную эмбрио-

нально-клеточную опухоль, внегонадную эмбрионально-клеточную опухоль, внепеченочный рак желч-

ных протоков, внутриглазную меланому, ретинобластому, рак желчного пузыря, рак желудка, карцино-

идную опухоль желудочно-кишечного тракта, стромальную опухоль желудочно-кишечного тракта, эм-

брионально-клеточную опухоль: экстракраниальную, внегонадную или гестационную трофобластиче-

скую опухоль яичника, глиому ствола головного мозга, глиому, церебральную астроцитому у детей, 

глиому зрительного пути и гипоталамуса у детей, карциноидный рак желудка, волосатоклеточный лей-

коз, рак головы и шеи, рак сердца, гепатоцеллюлярный рак (печени), лимфому Ходжкина, рак гипофа-

рингеальной области, глиому гипоталамуса и зрительного пути, внутриглазную меланому, инсуному (рак 

эндокринной части поджелудочной железы), саркому Капоши, рак почки (почечноклеточный рак), рак 

гортани, острую лимфобластную лимфому, острый лимфоцитарный лейкоз, острый миелолейкоз, хрони-

ческий лимфоцитарный лейкоз, хронический миелоидный лейкоз, рак губ и ротовой полости, липосар-

кому, рак (первичный) печени, рак легкого, немелкоклеточный, мелкоклеточный, связанную со СПИДом 

лимфому, лимфому Беркитта, Т-клеточную лимфому кожи, лимфому Ходжкина, неходжкинскую лим-

фому, лимфому, первичную центральной нервной системы, макроглобулинемию, болезнь Вальденстре-

ма, рак молочной железы у мужчин, злокачественную фиброзную гистиоцитому кости/остеосаркому, 

медуллобластому, меланому, внутриглазную (глаз), рак из клеток Меркеля, мезотелиому, злокачествен-

ную мезотелиому у взрослых, метастатический плоскоклеточный рак шеи неизвестного происхождения 

первичный, рак полости рта, синдром множественных эндокринных неоплазий, множественную миело-

му/плазмоклеточное новообразование, грибовидную гранулему, миелодиспластические синдромы, мие-

лодиспластические/миелопролиферативные заболевания, миелолейкоз, хронический, миелоидный лей-

коз, острый у взрослых, миелоидный лейкоз, острый у детей, миелому, множественную (рак костного 

мозга), миелопролиферативные нарушения, хронические, рак полости носа и придаточных пазух носа, 

рак носоглотки, нейробластому, немелкоклеточный рак легкого, олигодендроглиому, рак полости рта, 

рак ротоглотки, остеосаркому/злокачественную фиброзную гистиоцитому кости, рак яичника, эпители-

альный рак яичника (поверхностную эпителиально-стромальную опухоль), эмбрионально-клеточную 

опухоль яичника, опухоль с низким потенциалом злокачественности яичника, рак поджелудочной желе-

зы, из инсулярных клеток, рак придаточных пазух нос и носовой полости, рак паращитовидной железы, 

рак полового члена, рак глотки, феохромоцитому, астроцитому шишковидной железы, герминому шиш-

ковидной железы, пинеобластому и супратенториальные примитивные нейроэктодермальные опухоли, 

аденому гипофиза, плазмоклеточное новообразование/множественную миелому, плевропульмонарную 

бластому, первичную лимфому центральной нервной системы, рак предстательной железы, рак прямой 

кишки, почечноклеточный рак (рак почки), рак почечной лоханки и мочеточника, переходноклеточный 

рак, ретинобластому, рабдомиосаркому, у детей, рак слюнной железы, саркому, семейство опухолей типа 

саркомы Юинга, саркому Капоши, саркому мягких тканей, саркому матки, синдром Сезари, рак кожи (не 
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являющийся меланомой), рак кожи (меланому), рак из клеток Меркеля кожи, мелкоклеточный рак легко-

го, рак тонкой кишки, саркому мягких тканей, плоскоклеточный рак - см. рак кожи (не являющийся ме-

ланомой), плоскоклеточный рак шеи неизвестного происхождения первичный, метастатический, рак же-

лудка, супратенториальную примитивную нейроэктодермальную опухоль, Т-клеточную лимфому, кожи 

- см. грибовидную гранулему и синдром Сезари, рак яичек, рак горла, тимому и рак вилочковой железы, 

рак щитовидной железы, переходноклеточный рак почечной лоханки и мочеточника у детей, гестацион-

ную трофобластическую опухоль, неизвестной первичной локализации, карциному, неизвестной первич-

ной локализации у взрослых, рак у детей мочеточника и почечной лоханки, переходноклеточный рак, 

ректальный рак, рак матки, саркому эндометрия матки, бронхиальную опухоль, эмбриональную опухоль 

центральной нервной системы; хордому у детей, колоректальный рак, краниофарингиому, эпендимобла-

стому, гистиоцитоз из клеток Лангерганса, острый лимфобластный лейкоз, острый миелоидный лейкоз 

(у взрослый/у детей), мелкоклеточный рак легкого, медуллоэпителиому, рак полости рта, папилломатоз, 

паренхиматозные опухоли промежуточной дифференцировки шишковидной железы, опухоль гипофиза, 

карциному дыхательных путей с участием гена NUT на хромосоме 15, опухоль спинного мозга, тимому, 

рак щитовидной железы, рак влагалища; рак женских наружных половых органов и опухоль Вильмса. 

Неограничивающие примеры опухолевых антигенов или ассоциированных с опухолью антигенов 

включают Адипофилин (Adipophilin), AIM-2, ALDH1A1, BCLX(L), BING-4, CALCA, CD45, CPSF, цик-

лин D1, DKK1, ENAH (hMena), EpCAM, EphA3, EZH2, FGF5, глипикан-3, G250/MN/CAIX, HER-2/neu, 

IDO1, IGF2B3, IL13Rα2, карбоксилэстеразу кишечника, альфа-фетопротеин, Калликреин (Kallikrein) 4, 

KIF20A, Ленгсин (Lengsin), M-CSF, MCSP, mdm-2, Meloe, MMP-2, MMP-7, MUC1, MUC5AC, p53, PAX5, 

PBF, PRAME, PSMA, RAGE-1, RGS5, RhoC, RNF43, RU2AS, secernin 1, SOX10, STEAP1, survivinn, тело-

меразу, VEGF, или WT1, EGF-R, CEA, CD52, белок gp100, MELANA/MART1, NY-ESO-1, p53 MAGE1, 

MAGE3 и CDK4, альфа-актинин-4, ARTC1, гибридный белок BCR-ABL (b3a2), B-RAF, CASP-5, CASP-8, 

бета-катенин, Cdc27, CDK4, CDKN2A, CLPP, COA-1, гибридный белок dek-can, EFTUD2, фактор элон-

гации 2, гибридный белок ETV6-AML1, FLT3-ITD, FN1, GPNMB, гибридный белок LDLR-

фукозилтрансферазу AS, NFYC, OGT, OS-9, гибридный белок pml-RARα, PRDX5, PTPRK, K-ras, N-ras, 

RBAF600, SIRT2, SNRPD1, гибридный белок SYT-SSX1 или -SSX2, TGF-βRII, Триозофосфатизомеразу, 

Ленгсин, M-CSF, MCSP или mdm-2. 

В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует антиген респираторного па-

тогена. В конкретном варианте осуществления респираторный патоген представляет собой вирус, такой 

как RSV, коронавирус, метапневмовирус человека, вирус парагриппа, вирус Хендра, вирус Нипах, аде-

новирус, риновирус или PRRSV. Неограничивающие примеры антигенов респираторных вирусов вклю-

чают белки F, G и М2 респираторно-синцитиального вируса, белки шипов (S) коронавируса (SARS, Hu-

CoV), гибридные белки метапневмовируса человека, гибридные белки вируса парагриппа и белки ге-

магглютинины (F, HN), гликопротеины (G и F) для прикрепления вируса Хендра (HeV) и вируса Нипах 

(NiV), белки капсида аденовируса, белки риновирусов и белки GP5 и М дикого типа PRRSV или моди-

фицированные белки GP5 и М PRRSV. 

В конкретном варианте осуществления респираторный патоген представляет собой бактерии, такие 

как Bacillus anthracis, Mycobacterium tuberculosis, Bordetella pertussis, Streptococcus pneumoniae, Yersinia 

pestis, Staphylococcus aureus, Francisella tularensis, Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Pseudo-

monas aeruginosa, Neisseria meningitides и Haemophilus influenzae. Неограничивающие примеры антигенов 

респираторных бактерий включают протективный антиген PA Bacillus anthracis, микобактериальный ан-

тиген 85А и белок теплового шока (Hsp65) Mycobacterium tuberculosis, коклюшный анатоксин (РТ) и ни-

тевидный гемагглютинин (FHA) Bordetella pertussis, сортазу А и поверхностный адгезин A (PsaA) Starep-

tococcus pneumoniae, субъединицы F1 и V Yersinia pestis и белки из Staphylococcus aureus, Francisella tu-

larensis, Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitides и 

Haemophilus influenzae. 

В некоторых вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует Т-клеточный эпитоп. В дру-

гих вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует цитокин или фактор роста. 

В других вариантах осуществления гетерологичная ORF кодирует антиген, экспрессируемый при 

аутоиммунном заболевании. В более конкретных вариантах осуществления аутоиммунным заболеванием 

может быть диабет I типа, рассеянный склероз, ревматоидный артрит, красная волчанка и псориаз. 

Неограничивающие примеры антигенов аутоиммунного заболевания включают Ro60, дцДНК или 

рибонуклеопротеин (RNP). 

В других вариантах осуществления ORF кодирует антиген, экспрессируемый при аллергическом 

заболевании. В более конкретных вариантах осуществления аллергическое заболевание может включать, 

но без ограничения этим, сезонный и круглогодичный риноконъюнктивит, астму и экзему. 

Неограничивающие примеры аллергических антигенов включают Bet v 1 и Fel d 1. 

В других вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде 

или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом дополнительно содержит репортерный белок. 

Репортерный белок способен экспрессироваться одновременно с описанным здесь антигеном. В идеаль-
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ном случае экспрессия является видимой в обычном свете или при других длинах волн света. В некото-

рых вариантах осуществления интенсивность эффекта, создаваемого репортерным белком, может ис-

пользоваться для непосредственного измерения частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом и контроля за ней. 

Гены-репортеры будут легко распознаны специалистом в данной области техники. В некоторых ва-

риантах осуществления частица вируса Пичинде представляет собой флуоресцентный белок. В других 

вариантах осуществления репортерным геном является GFP. GFP излучает ярко-зеленый свет при воз-

действии ультрафиолетового или синего цвета. 

Неограничивающие примеры репортерных белков включают различные ферменты, такие как, но 

без ограничения ими, β-галактозидаза, хлорамфеникол-ацетилтрансфераза, неомицинфосфотрансфераза, 

люцифераза или RFP. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичин-

де или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) гетерологичную ORF, 

обладает желаемыми свойствами для применения в качестве вектора для вакцинации (смотрите, напри-

мер, раздел 4.6). В другом варианте осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса 

Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) гетерологич-

ную ORF, способен индуцировать иммунный ответ у хозяина (например, мыши, кролика, козы, осла, че-

ловека). В других вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде 

или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) гетерологичную ORF, 

описанную здесь, индуцирует врожденный иммунный ответ. В других вариантах осуществления геном-

ный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным 

геномом, экспрессирующий(ая) гетерологичную ORF, индуцирует адаптивный иммунный ответ. В более 

конкретных вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде или 

частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) гетерологичную ORF, инду-

цирует как врожденный, так и адаптивный иммунный ответ. 

В другом варианте осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде или 

частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) гетерологичную ORF, инду-

цирует Т-клеточный ответ. В еще более конкретных вариантах осуществления геномный сегмент вируса 

Пичинде, частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспресси-

рующий(ая) гетерологичную ORF, индуцирует CD8+ Т-клеточный ответ. В других вариантах осуществ-

ления частица вируса Пичинде, несущая чужеродный ген, представляющий интерес, индуцирует мощ-

ный CD8+ Т-клеточный ответ с высокой частотой и функциональностью. В других вариантах осуществ-

ления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трех-

сегментным геномом, экспрессирующий(ая) антиген, происходящий из инфекционного организма, рака 

или аллергена, индуцирует CD8+ Т-клетки, специфические в отношении одного или более эпитопов со-

ответствующего представляющий интерес чужеродного гена. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичин-

де или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) гетерологичную ORF, 

может индуцировать дифференцировку Т-хелпера 1, формирование памяти CD4+ Т-клеток и/или вызы-

вать долговременную выработку антител. Эти антитела могут быть нейтрализующими, опсонизирующи-

ми, токсичными для опухолевых клеток или имеют другие подходящие биологические особенности. В 

других вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичинде или час-

тица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) гетерологичную ORF, обладает 

сильным тропизмом к дендритным клеткам и активирует их при инфекции. Это усиливает представление 

антигена антигенпредставляющими клетками. 

В некоторых вариантах осуществления геномный сегмент вируса Пичинде, частица вируса Пичин-

де или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующий(ая) антиген, происходя-

щий из инфекционного организма, рака или аллергена, индуцирует низкие или неопределяемые титры 

нейтрализующих антител против вируса Пичинде и высокий уровень продукции протективных нейтра-

лизующих антител против соответствующего чужеродного трансгена. В некоторых вариантах осуществ-

ления остов вируса Пичинде, образующий частицу или частицу вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, обла-

дает низкой способностью к индукции иммунитета к компонентам остова вируса Пичинде. 

4.4. Образование частицы вируса Пичинде и частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом 

Как правило, частицы вируса Пичинде могут быть рекомбинантно получены с помощью стандарт-

ных методов обратной генетики, как описано для LCMV, другого аренавируса (смотрите Flatz et al., 2006, 

Proc Natl Acad Sci USA 103: 4663-4668; Sanchez et al., 2006, Virology 350: 370, Ortiz-Riaño et al., 2013, J 

Gen Virol, 94: 1175-88, которые включены сюда посредством ссылки). Для образования частиц вируса 

Пичинде, представленных здесь, эти методы могут применяться, как описано ниже. Геном вирусов мо-

жет быть модифицирован, как описано в разделе 4.1 и разделе 4., соответственно. 

4.4.1. Открытая рамка считывания в неприродном положении. 

Частица вируса Пичинде, содержащая геномный сегмент, который был сконструирован, чтобы 
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служить носителем вирусной ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа, может быть 

рекомбинантно получена любым методом обратной генетики, известным специалисту в данной области 

техники. 

(i) Инфекционная и компетентная по репликации частица вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления способ образования частицы вируса Пичинде включает (i) 

трансфекцию в клетку-хозяина кДНК для первого геномного сегмента вируса Пичинде; (ii) трансфекцию 

в клетку-хозяина кДНК для второго геномного сегмента вируса Пичинде; (iii) трансфекцию в клетку-

хозяина плазмид, экспрессирующих минимальные транс-действующие факторы NP и L вируса Пичинде 

(iv) поддержание клетки-хозяина в условиях, подходящих для образования вируса; и (v) сбор частиц ви-

руса Пичинде. В некоторых более конкретных вариантах осуществления кДНК содержится в плазмиде. 

После образования, исходя из кДНК, частицы вируса Пичинде (т.е. инфекционные и компетентные 

по репликации) могут быть размножены. В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичин-

де может быть размножена в любой клетке-хозяине, которая делает возможным рост вируса до титров, 

которые позволяют использовать вирус, как здесь описано. В одном варианте осуществления клетка-

хозяин позволяет частицам вируса Пичинде расти до титров, сравнимых с таковыми, которые определе-

ны для соответствующего дикого типа. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде может быть размножена в клетках-

хозяевах. Конкретные примеры клеток-хозяев, которые могут использоваться, включают BHK-21, HEK 

293, VERO или другие. В конкретном варианте осуществления частица вируса Пичинде может быть раз-

множена в линии клеток. 

В некоторых вариантах осуществления клетки-хозяев поддерживают в культуре и трансфицируют 

одной или несколькими плазмидой(ами). Плазмида(ы) экспрессирует геномный сегмент(ы) вируса Пи-

чинде, который должен быть сконструирован под контролем одной или более экспрессионных кассет, 

подходящих для экспрессии в клетках млекопитающих, например, состоящей из промотора для полиме-

разы I и терминатора. 

Плазмиды, которые могут использоваться для образования частицы вируса Пичинде, могут вклю-

чать: i) плазмиду, кодирующую геномный S-сегмент, например, pol-I S, ii) плазмиду, кодирующую ге-

номный L-сегмент, например, pol-I L. В некоторых вариантах осуществления плазмида, кодирующая 

полимеразу вируса Пичинде, которая управляет внутриклеточным синтезом вирусных L- и S-сегментов, 

может быть включена в смесь для трансфекции. Например, может присутствовать плазмида, кодирую-

щая L-белок, и/или плазмида, кодирующая NP (pC-L и pC-NP, соответственно). L-белок и NP являются 

минимальными транс-действующими факторами, необходимыми для транскрипции и репликации вирус-

ной РНК. Альтернативно, внутриклеточный синтез вирусных L- и S-сегментов вместе с NP и L-белком 

может быть осуществлен с использованием экспрессионной кассеты с промоторами pol-I и pol-II, считы-

вающими с противоположных сторон в кДНК для L- и S-сегментов двух отдельных плазмид, соответст-

венно. 

В некоторых вариантах осуществления геномные сегменты вируса Пичинде находятся под контро-

лем промотора. Как правило, могут использоваться кассеты для экспрессии под управлением РНК-

полимеразы I, кассеты под управлением полимеразы II или кассеты под управлением РНК-полимеразы 

бактериофага Т7. В некоторых вариантах осуществления плазмида(ы), кодирующая геномные сегменты 

вируса Пичинде, может быть одной и той же, т.е. последовательность генома и транс-действующие фак-

торы могут транскрибироваться с помощью промотора из одной плазмиды. Конкретные примеры промо-

торов включают промотор для РНК-полимеразы I, промотор для РНК-полимеразы II, промотор для РНК-

полимеразы III, промотор Т7, промотор SP6 или промотор T3. 

Кроме того, плазмида(ы) может обладать селекционным маркером у млекопитающих, например ус-

тойчивостью к пуромицину, под контролем экспрессионной кассеты, подходящей для экспрессии генов в 

клетках млекопитающих, например кассеты для экспрессии под управлением полимеразы II, как указано 

выше, или транскрипт(ы) вирусного гена сопровождается внутренним участком посадки рибосомы, та-

ким как таковой вируса энцефаломиокардита, с последующим маркером устойчивости у млекопитаю-

щих. Для продукции в Е.coli плазмида дополнительно обладает бактериальным селекционным маркером, 

таким как кассета устойчивости к ампициллину. 

Трансфекцию клетки-хозяина плазмидой(ами) можно выполнять с использованием любой из широ-

ко применяемых стратегий, таких как кальций-фосфатная трансфекция, протоколы с использованием 

липосом или электропорация. Через несколько дней подходящий селективный агент, например пуроми-

цин, добавляют в точно известных концентрациях. Выживающие клоны выделяют и субклонируют в 

соответствии со стандартными процедурами, и интенсивно экспрессирующие клоны идентифицируют с 

использованием методов Вестерн-блоттинга или проточной цитометрии с использованием антител, на-

правленных против представляющего интерес вирусного белка(ов). 

Для выделения описанной здесь частицы вируса Пичинде предусмотрены следующие процедуры. 

Первый день: клетки, обычно конфлюэнтные на 80%, в M6-луночных планшетах, трансфицируют сме-

сью плазмид, как описано выше. Для этого могут использоваться любые широко применяемые страте-

гии, такие как кальций-фосфатная трансфекция, протоколы с использованием липосом или электропора-
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ция. 

Через 3-5 дней: супернатант (препарат вектора в виде вируса Пичинде) после культивирования со-

бирают, делят на аликвоты и хранят при 4, -20 или -80°C, в зависимости от того, как долго должен хра-

ниться вектор в виде вируса Пичинде перед использованием. Инфекционный титр препарата вектора в 

виде вируса Пичинде оценивают с помощью иммунологического анализа бляшкообразования. Альтерна-

тивно, трансфицированные клетки и супернатант могут быть пассированы в больший сосуд (например, 

матрас для культивирования ткани Т75) в день 3-5 после трансфекции, и культуральный супернатант 

собирают вплоть до пяти дней после пассажа. 

Кроме того, настоящее изобретение относится к экспрессии гетерологичной ORF, причем плазмида, 

кодирующая геномный сегмент, модифицирована с включением гетерологичной ORF. Гетерологичная 

ORF может быть включена в плазмиду с использованием рестрикционных ферментов. 

(ii) Инфекционная, дефектная по репликации частица вируса Пичинде. 

Инфекционные, дефектные по репликации частицы вируса Пичинде могут быть спасены, как опи-

сано выше. Однако, как только они образуются, исходя из кДНК, инфекционные дефектные по реплика-

ции вирусы Пичинде, представленные здесь, могут размножаться в комплементирующих клетках. Ком-

плементирующими клетками являются клетки, которые обеспечивают функциональность, которая была 

исключена у дефектного по репликации вируса Пичинде в результате модификации его генома (напри-

мер, если ORF, кодирующая белок GP, удалена или функционально инактивирована, комплементирую-

щая клетка действительно обеспечивает белок GP). 

Из-за удаления или функциональной инактивации одной или более ORF в векторах в виде вирусов 

Пичинде (делеция гликопротеина, GP, будет считаться примером), векторы в виде вирусов Пичинде мо-

гут быть образованы и размножены в клетках, обеспечивающих in trans удаленный вирусный ген(ы), на-

пример GP в настоящем примере. Такая линия комплементирующих клеток, впредь называемая С-

клетками, создается путем трансфекции такой линии клеток, как BHK-21, НЕК 2 93, VERO или другая, 

одной или несколькими плазмидами для экспрессии вирусного гена(ов) (плазмидой для комплементации, 

называемой С-плазмидой). С-плазмида(ы) экспрессирует вирусный ген(ы), удаленный в векторе в виде 

вируса Пичинде, который должен быть сконструирован под контролем одной или более экспрессионных 

кассет, подходящих для экспрессии в клетках млекопитающих, например под контролем промотора для 

полимеразы II млекопитающих, такого как промотор EF1α с сигналом полиаденилирования. Кроме того, 

плазмида для комплементации обладает селекционным маркером у млекопитающих, например устойчи-

востью к пуромицину, под контролем экспрессионной кассеты, подходящей для экспрессии генов в 

клетках млекопитающих, например кассеты для экспрессии под управлением полимеразы II, как указано 

выше, или транскрипт(ы) вирусного гена сопровождается внутренним участком посадки рибосомы, та-

ким как таковой вируса энцефаломиокардита, с последующим маркером устойчивости у млекопитаю-

щих. Для продукции в Е.coli плазмида дополнительно обладает бактериальным селекционным маркером, 

таким как кассета устойчивости к ампициллину. 

Клетки, которые могут использоваться, например, BHK-21, HEK 293, MC57G или другие, поддер-

живаются в культуре и трансфицируются плазмидой(ами) для комплементации с использованием любой 

из широко применяемых стратегий, таких как кальций-фосфатная трансфекция, протоколы с использо-

ванием липосом или электропорация. Через несколько дней подходящий селективный агент, например 

пуромицин, добавляют в точно известных концентрациях. Выживающие клоны выделяют и субклони-

руют в соответствии со стандартными процедурами, и интенсивно экспрессирующие клоны идентифи-

цируют с использованием методов Вестерн-блоттинга или проточной цитометрии с использованием ан-

тител, направленных против представляющего интерес вирусного белка(ов). В качестве альтернативы 

использованию стабильно трансфицированных С-клеток транзиторная трансфекция нормальных клеток 

может комплементировать недостающий вирусный ген(ы) на каждой из стадий, на которых С-клетки 

будут далее использоваться. Кроме того, вирус-помощник может использоваться для обеспечения отсут-

ствующей функциональности in trans. 

Плазмиды могут быть двух типов: i) две плазмиды, называемые TF-плазмидами, для экспрессии 

внутриклеточно в С-клетках минимальных транс-действующих факторов вируса Пичинде, происходят, 

например, из NP и L-белков вируса Пичинде в настоящем примере; и ii) плазмиды, называемые GS-

плазмидами, для экспрессии внутриклеточно в С-клетках сегментов генома вектора в виде вируса Пи-

чинде, например сегментов с разработанными модификациями. TF-плазмиды экспрессируют NP и L-

белки соответствующего вектора в виде вируса Пичинде под контролем экспрессионной кассеты, подхо-

дящей для экспрессии белков в клетках млекопитающих, как правило, например под контролем промо-

тора для полимеразы II у млекопитающих, такого как промотор CMV или EF1α, либо один из них пред-

почтительно вместе с сигналом полиаденилирования. GS-плазмиды экспрессируют короткие (S) и длин-

ные (L) сегменты генома вектора. Как правило, могут использоваться кассеты для экспрессии под управ-

лением полимеразы I или кассеты для экспрессии под управлением РНК-полимеразы бактериофага Т7, 

причем последние предпочтительно с 3'-концевым рибозимом для процессирования первичного транс-

крипта, чтобы получить правильный конец. В случае использования системы на основе Т7, экспрессия 
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Т7 в С-клетках должна быть обеспечена или включением в процесс восстановления дополнительной экс-

прессионной плазмиды, сконструированной аналогично TF-плазмидам, обеспечивающей Т7, или конст-

руируют С-клетки для дополнительной экспрессии Т7 стабильным образом. В некоторых вариантах 

осуществления TF- и GS-плазмиды могут быть одними и теми же, т.е. последовательность генома и 

транс-действующие факторы могут транскрибироваться с помощью промоторов Т7, polI и polII из одной 

плазмиды. 

Для выделения вектора в виде вируса Пичинде могут использоваться следующие процедуры. Пер-

вый день: С-клетки, обычно конфлюэнтные на 80%, в M6-луночных планшетах, трансфицируют смесью 

двух TF-плазмид плюс две GS-плазмиды. В некоторых вариантах осуществления TF- и GS-плазмиды 

могут быть одними и теми же, т.е. последовательность генома и трансдействующие факторы могут 

транскрибироваться с помощью промоторов Т7, polI и polII из одной плазмиды. Для этого может исполь-

зоваться любая из широко применяемых стратегий, таких как кальций-фосфатная трансфекция, протоко-

лы с использованием липосом или электропорация. 

Через 3-5 дней: супернатант (препарат вектора в виде вируса Пичинде) после культивирования со-

бирают, делят на аликвоты и хранят при 4, -20 или -80°C, в зависимости от того, как долго должен хра-

ниться вектор в виде вируса Пичинде перед использованием. Инфекционный титр препарата вектора в 

виде вируса Пичинде оценивают с помощью иммунологического анализа бляшкообразования на С-

клетках. Альтернативно, трансфицированные клетки и супернатант могут быть пассированы в больший 

сосуд (например, матрас для культивирования ткани Т75) в день 3-5 после трансфекции, и культураль-

ный супернатант собирают вплоть до пяти дней после пассажа. 

Настоящее изобретение, кроме того, относится к экспрессии антигена в культуре клеток, причем 

культура клеток инфицирована инфекционным, дефектным по репликации вирусом Пичинде, экспресси-

рующим антиген. При использовании для экспрессии антигена в культивируемых клетках могут исполь-

зоваться следующие две процедуры: 

i) представляющий интерес тип клетки инфицируют препаратом вектора в виде вируса Пичинде, 

описанным здесь, с множественностью заражения (MOI), равной 1 или более, например, 2, 3 или 4, что 

приводит к продукции антигена во всех клетках уже вскоре после инфицирования; 

ii) в качестве альтернативы можно использовать более низкое значение MOI, и отдельные клеточ-

ные клоны могут быть отобраны по уровню экспрессии в них антигена с помощью вируса. Впоследствии 

отдельные клоны могут быть неограниченно размножены из-за нецитолитической природы векторов в 

виде вируса Пичинде. Независимо от подхода, антиген может быть впоследствии собран (и очищен) или 

из культурального супернатанта, или из самих клеток, в зависимости от свойств продуцируемого антиге-

на. Однако настоящее изобретение не ограничивается этими двумя стратегиями, и могут рассматривать-

ся другие способы стимулирования экспрессии антигена с использованием инфекционных, дефектных по 

репликации вирусов Пичинде в качестве векторов. 

4.4.2. Образование частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

Частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом можно рекомбинантно продуцировать с по-

мощью методов обратной генетики, известных в данной области техники, например, как описано Emonet 

et al., 2008, PNAS, 106(9):3473-3478; Popkin et al., 2011, J. Virol., 85 (15):7928-7932; Dhanwani et al., 2015, 

Journal of Virology, doi:10.1128/JVI.02705-15, которые включены сюда посредством ссылки. Образование 

частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, представленной здесь, может быть модифицирова-

на, как описано в разделе 4.2. 

(i) Инфекционная и компетентная по репликации частица вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом. 

В некоторых вариантах осуществления способ образования частицы вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом включает (i) трансфекцию в клетку-хозяина кДНК для одного L-сегмента и двух S-

сегментов или двух L-сегментов и одного S-сегмента; (ii) трансфекциию в клетку-хозяина плазмид, экс-

прессирующих минимальные транс-действующие факторы NP и L вируса Пичинде (iii) поддержание 

клетки-хозяина в условиях, подходящих для образования вируса; и (v) сбор частиц вируса Пичинде. 

После образования, исходя из кДНК, частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом (т.е. ин-

фекционные и компетентные по репликации) могут быть размножены. В некоторых вариантах осущест-

вления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом может быть размножена в любой клетке-

хозяине, которая делает возможным рост вируса до титров, которые позволяют использовать вирус, как 

здесь описано. В одном варианте осуществления клетка-хозяин позволяет частицам вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом расти до титров, сравнимых с таковыми, которые определены для соответст-

вующего дикого типа. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом может 

быть размножена в клетках-хозяевах. Конкретные примеры клеток-хозяев, которые могут использовать-

ся, включают BHK-21, HEK 293, VERO или другие. В конкретном варианте осуществления частица ви-

руса Пичинде с трехсегментным геномом может быть размножена в линии клеток. 

В конкретных вариантах осуществления клетки-хозяев поддерживаются в культуре и трансфици-

руют одной или несколькими плазмидами. Плазмида(ы) экспрессирует геномный сегмент(ы) вируса Пи-
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чинде, который должен быть сконструирован под контролем одной или более экспрессионных кассет, 

подходящих для экспрессии в клетках млекопитающих, например, состоящей из промотора для полиме-

разы I и терминатора. 

Плазмиды, которые могут использоваться для образования частицы вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом, содержащей один L-сегмент и два S-сегмента, могут включать: i) две плазмиды, каждая из 

которых кодирует S-сегмент генома, например, pol-I-PIC-S, ii) плазмиду, кодирующую L-сегмент генома, 

например, pol-I-PIC-L. Плазмидами, необходимыми для вируса Пичинде с трехсегментным геномом, 

содержащего два L-сегмента и один S-сегменты, являются: i) две плазмиды, каждая из которых кодирует 

L-сегмент генома, например, pol-I-PIC-L, ii) плазмиду, кодирующую S-сегмент генома, например, Pol-I-

PIC-S. 

В некоторых вариантах осуществления плазмида, кодирующая полимеразу вируса Пичинде, кото-

рая управляет внутриклеточным синтезом вирусных L- и S-сегментов, может быть включена в смесь для 

трансфекции. Например, может присутствовать плазмида, кодирующая L-белок, и плазмида, кодирую-

щая NP (pC-PIC-L и рС-PIC-NP, соответственно). L-белок и NP являются минимальными транс-

действующими факторами, необходимыми для транскрипции и репликации вирусной РНК. Альтерна-

тивно, внутриклеточный синтез вирусных L- и S-сегментов вместе с NP и L-белком может быть осуще-

ствлен с использованием экспрессионной кассеты с промоторами для pol-I и pol-II, считывающими с 

противоположных сторон в кДНК для L- и S-сегментов двух отдельных плазмид, соответственно. 

Кроме того, плазмида(ы) может обладать селекционным маркером у млекопитающих, например ус-

тойчивостью к пуромицину, под контролем экспрессионной кассеты, подходящей для экспрессии генов в 

клетках млекопитающих, например кассеты для экспрессии под управлением полимеразы II, как указано 

выше, или транскрипт(ы) вирусного гена сопровождается внутренним участком посадки рибосомы, та-

ким как таковой вируса энцефаломиокардита, с последующим маркером устойчивости у млекопитаю-

щих. Для продукции в Е.coli плазмида дополнительно обладает бактериальным селекционным маркером, 

таким как кассета устойчивости к ампициллину. 

Трансфекцию клетки BHK-21 плазмидой(ами) можно выполнять с использованием любой из широ-

ко применяемых стратегий, таких как кальций-фосфатная трансфекция, протоколы с использованием 

липосом или электропорация. Через несколько дней подходящий селективный агент, например пуроми-

цин, добавляют в точно известных концентрациях. Выживающие клоны выделяют и субклонируют в 

соответствии со стандартными процедурами, и интенсивно экспрессирующие клоны идентифицируют с 

использованием методов Вестерн-блоттинга или проточной цитометрии с использованием антител, на-

правленных против представляющего интерес вирусного белка(ов). 

Как правило, могут использоваться кассеты для экспрессии под управлением полимеразы I, кассеты 

для экспрессии под управлением полимеразы II или кассеты для экспрессии под управлением РНК-

полимеразы бактериофага Т7, причем последние предпочтительно с 3'-концевым рибозимом для процес-

сирования первичного транскрипта, чтобы получить правильный конец. В некоторых вариантах осуще-

ствления плазмиды, кодирующие геномные сегменты вируса Пичинде, могут быть одними и теми же, т.е. 

последовательность генома и транс-действующие факторы могут транскрибироваться с помощью промо-

торов Т7, polI и polII из одной плазмиды. 

Для выделения вектора в виде вируса Пичинде с трехсегментным геномом предусмотрены сле-

дующие процедуры. Первый день: клетки, обычно конфлюэнтные на 80%, в M6-луночных планшетах, 

трансфицируют смесью плазмид, как описано выше. Для этого может использоваться любая из широко 

применяемых стратегий, таких как кальций-фосфатная трансфекция, протоколы с использованием липо-

сом или электропорация. 

Через 3-5 дней: супернатант (препарат вектора в виде вируса Пичинде) после культивирования со-

бирают, делят на аликвоты и хранят при 4°C, -20°C или -80°C, в зависимости от того, как долго должен 

храниться вектор в виде вируса Пичинде перед использованием. Инфекционный титр препарата вектора 

в виде вируса Пичинде оценивают с помощью иммунологического анализа бляшкообразования. Альтер-

нативно, трансфицированные клетки и супернатант могут быть пассированы в больший сосуд (например, 

матрас для культивирования ткани Т75) в день 3-5 после трансфекции, и культуральный супернатант 

собирают вплоть до пяти дней после пассажа. 

Кроме того, настоящее изобретение относится к экспрессии гетерологичной ORF и/или представ-

ляющего интерес гена, причем плазмида, кодирующая геномный сегмент, модифицирована с включени-

ем гетерологичной ORF и/или представляющего интерес гена. Гетерологичная ORF и/или представляю-

щий интерес ген может быть включена в плазмиду с использованием рестрикционных ферментов. 

(ii) Инфекционная, дефектная по репликации частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом 

Инфекционные, дефектные по репликации частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом мо-

гут быть спасены, как описано выше. Однако, как только они образуются, исходя из кДНК, инфекцион-

ные дефектные по репликации вирусы Пичинде, представленные здесь, могут размножаться в компле-

ментирующих клетках. Комплементирующими клетками являются клетки, которые обеспечивают функ-

циональность, которая была исключена у дефектного по репликации вируса Пичинде в результате моди-

фикации его генома (например, если ORF, кодирующая белок GP, удалена или функционально инакти-



046869 

- 35 - 

вирована, комплементирующая клетка действительно обеспечивает белок GP). 

Из-за удаления или функциональной инактивации одной или более ORF в векторах в виде вирусов 

Пичинде (делеция гликопротеина, GP, будет считаться примером), векторы в виде вирусов Пичинде мо-

гут быть образованы и размножены в клетках, обеспечивающих in trans удаленный вирусный ген(ы), на-

пример GP в настоящем примере. Такая линия комплементирующих клеток, впредь называемая С-

клетками, создается путем трансфекции такой линии клеток, как BHK-21, HEK 293, VERO или другая 

(здесь BHK-21 будет считаться примером), одной или несколькими плазмидами для экспрессии вирусно-

го гена(ов) (плазмидой для комплементации, называемой С-плазмидой). С-плазмида(ы) экспрессирует 

вирусный ген(ы), удаленный в векторе в виде вируса Пичинде, который должен быть сконструирован 

под контролем одной или более экспрессионных кассет, подходящих для экспрессии в клетках млекопи-

тающих, например под контролем промотора для полимеразы II у млекопитающих, такого как промотор 

CMV или EF1α, с сигналом полиаденилирования. Кроме того, плазмида для комплементации может об-

ладать селекционным маркером у млекопитающих, например устойчивостью к пуромицину, под контро-

лем экспрессионной кассеты, подходящей для экспрессии генов в клетках млекопитающих, например 

кассеты для экспрессии под управлением полимеразы II, как указано выше, или транскрипт(ы) вирусного 

гена сопровождается внутренним участком посадки рибосомы, таким как таковой вируса энцефаломио-

кардита, с последующим маркером устойчивости у млекопитающих. Для продукции в E.coli плазмида 

дополнительно обладает бактериальным селекционным маркером, таким как кассета устойчивости к ам-

пициллину. 

Клетки, которые могут использоваться, например, BHK-21, HEK 293, MC57G или другие, поддер-

живаются в культуре и трансфицируются плазмидой(ами) для комплементации с использованием любой 

из широко применяемых стратегий, таких как кальций-фосфатная трансфекция, протоколы с использо-

ванием липосом или электропорация. Через несколько дней подходящий селективный агент, например 

пуромицин, добавляют в точно известных концентрациях. Выживающие клоны выделяют и субклони-

руют в соответствии со стандартными процедурами, и интенсивно экспрессирующие клоны С-клеток 

идентифицируют с использованием методов Вестерн-блоттинга или проточной цитометрии с использо-

ванием антител, направленных против представляющего интерес вирусного белка(ов). В качестве аль-

тернативы использованию стабильно трансфицированных С-клеток транзиторная трансфекция нормаль-

ных клеток может комплементировать недостающий вирусный ген(ы) на каждой из стадий, на которых 

С-клетки будут далее использоваться. Кроме того, вирус-помощник может использоваться для обеспече-

ния отсутствующей функциональности in trans. 

Могут использоваться плазмиды двух типов: i) две плазмиды, называемые TF-плазмидами, для экс-

прессии внутриклеточно в С-клетках минимальных транс-действующих факторов вируса Пичинде, про-

исходят, например, из NP и L-белков вируса Пичинде в настоящем примере; и ii) плазмиды, называемые 

GS-плазмидами, для экспрессии внутриклеточно в С-клетках сегментов генома вектора в виде вируса 

Пичинде, например сегментов с разработанными модификациями. TF-плазмиды экспрессируют NP и L-

белки соответствующего вектора в виде вируса Пичинде под контролем экспрессионной кассеты, подхо-

дящей для экспрессии белков в клетках млекопитающих, как правило, например, промотора для полиме-

разы II у млекопитающих, такого как промотор CMV или EF1α, любого одного из них предпочтительно 

вместе с сигналом полиаденилирования. GS-плазмиды экспрессируют короткие (S) и длинные (L) сег-

менты генома вектора. Как правило, могут использоваться кассеты для экспрессии под управлением по-

лимеразы I или кассеты для экспрессии под управлением РНК-полимеразы бактериофага Т7, причем по-

следние предпочтительно с 3'-концевым рибозимом для процессирования первичного транскрипта, что-

бы получить правильный конец. В случае использования системы на основе Т7, экспрессия Т7 в С-

клетках должна быть обеспечена или включением в процесс восстановления дополнительной экспресси-

онной плазмиды, сконструированной аналогично TF-плазмидам, обеспечивающей Т7, или создают С-

клетки для дополнительной экспрессии Т7 стабильным образом. В некоторых вариантах осуществления 

TF- и GS-плазмиды могут быть одними и теми же, т.е. последовательность генома и транс-действующие 

факторы могут транскрибироваться с помощью промоторов Т7, polI и polII из одной плазмиды. 

Для выделения вектора в виде вируса Пичинде могут использоваться следующие процедуры. Пер-

вый день: С-клетки, обычно конфлюэнтные на 80%, в M6-луночных планшетах, трансфицируют смесью 

двух TF-плазмид плюс две GS-плазмиды. В некоторых вариантах осуществления TF- и GS-плазмиды 

могут быть одними и теми же, т.е. последовательность генома и трансдействующие факторы могут 

транскрибироваться с помощью промоторов Т7, polI и polII из одной плазмиды. Для этого может исполь-

зоваться любая из широко применяемых стратегий, таких как кальций-фосфатная трансфекция, протоко-

лы с использованием липосом или электропорация. 

Через 3-5 дней: супернатант (препарат вектора в виде вируса Пичинде) после культивирования со-

бирают, делят на аликвоты и хранят при 4, -20 или -80°C, в зависимости от того, как долго должен хра-

ниться вектор в виде вируса Пичинде перед использованием. Затем инфекционный титр препарата век-

тора в виде вируса Пичинде оценивают с помощью иммунологического анализа бляшкообразования на 

С-клетках. Альтернативно, трансфицированные клетки и супернатант могут быть пассированы в боль-
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ший сосуд (например, матрас для культивирования ткани Т75) в день 3-5 после трансфекции, и культу-

ральный супернатант собирают вплоть до пяти дней после пассажа. 

Настоящее изобретение, кроме того, относится к экспрессии антигена в культуре клеток, причем 

культура клеток инфицирована инфекционным, дефектным по репликации вирусом Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующим антиген. При использовании для экспрессии антигена CMV в 

культивируемых клетках могут использоваться следующие две процедуры: 

i) представляющий интерес тип клетки инфицируют препаратом вектора в виде вируса Пичинде, 

описанным здесь, с множественностью заражения (MOI), равной 1 или более, например, 2, 3 или 4, что 

приводит к продукции антигена во всех клетках уже вскоре после инфицирования; 

ii) в качестве альтернативы можно использовать более низкое значение MOI, и отдельные клеточ-

ные клоны могут быть отобраны по уровню экспрессии в них антигена с помощью вируса. Впоследствии 

отдельные клоны могут быть неограниченно размножены из-за нецитолитической природы векторов в 

виде вируса Пичинде. Независимо от подхода, антиген может быть впоследствии собран (и очищен) или 

из культурального супернатанта, или из самих клеток, в зависимости от свойств продуцируемого антиге-

на. Однако настоящее изобретение не ограничивается этими двумя стратегиями, и могут рассматривать-

ся другие способы стимулирования экспрессии антигена CMV с использованием инфекционных, де-

фектных по репликации вирусов Пичинде в качестве векторов. 

4.5. Нуклеиновые кислоты, векторные системы и линии клеток. 

В некоторых вариантах осуществления здесь представлены кДНК, содержащие или состоящие из 

геномного сегмента вируса Пичинде, или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, которые 

описаны в разделе 4.1 и разделе 4.2 соответственно. 4.5.1 Открытая рамка считывания в неприродном 

положении 

В одном варианте осуществления здесь представлены нуклеиновые кислоты, которые кодируют ге-

номный сегмент вируса Пичинде, описанный в разделе 4.1. В более конкретных вариантах осуществле-

ния здесь представлены нуклеотидные последовательности ДНК или совокупность нуклеотидных после-

довательностей ДНК, приведенная в таблице 1. Клетки-хозяева, которые содержат такие нуклеиновые 

кислоты, также представлены в разделе 4.1. 

В конкретных вариантах осуществления здесь представлена кДНК для геномного сегмента вируса 

Пичинде, сконструированного, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения 

ORF дикого типа, причем геномный сегмент вируса Пичинде кодирует гетерологичную ORF, как описа-

но в раздел 4.1. 

В одном варианте осуществления здесь представлена векторная система экспрессии ДНК, которая 

кодирует геномный сегмент вируса Пичинде, сконструированный, чтобы служить носителем ORF в по-

ложении, отличном от положения ORF дикого типа. В частности, здесь представлена векторная система 

экспрессии ДНК, в которой один или более векторов кодируют два геномных сегмента вируса Пичинде, 

а именно L-сегмент и S-сегмент частицы вируса Пичинде, описанной здесь. Такая векторная система 

может кодировать одну или более отдельных молекул ДНК. 

В другом варианте осуществления здесь представлена кДНК для S-сегмента вируса Пичинде, кото-

рый был сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения дикого 

типа, и является частью системы экспрессии ДНК или включенной в нее. В других вариантах осуществ-

ления кДНК для L-сегмента вируса Пичинде, который был сконструирован, чтобы служить носителем 

ORF в положении, отличном от положения дикого типа, является частью системы экспрессии ДНК или 

включенной в нее. В некоторых вариантах осуществления здесь представлена кДНК для геномного сег-

мента вируса Пичинде, который был сконструирован, чтобы служить носителем (i) ORF в положении, 

отличном от положения ORF дикого типа; и в которой (ii) ORF, кодирующая GP, NP, белок Z или L-

белок, была удалены и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления кДНК, представленная здесь, может происходить из специ-

фического штамма вируса Пичинде. Штаммы вируса Пичинде включают Munchique CoAn4763 изолят 

Р18 и его производные, Р2 и его производные, или происходят из любого из нескольких изолятов, опи-

санных Trapido и его коллегами (Trapido et al., 1971, Am J Trop Med Hyg, 20: 631-641). В конкретных ва-

риантах осуществления кДНК происходит из штамма Munchique CoAn4763 изолята Р18 вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления вектор, сконструированный для кодирования частицы виру-

са Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанной здесь, может быть ос-

нован на специфическом штамме вируса Пичинде. Штаммы вируса Пичинде включают Munchique 

CoAn4763 изолят Р18 и его производные, Р2 и его производные, или происходят от любого из несколь-

ких изолятов, описанных Trapido и его коллегами (Trapido et al, 1971, Am J Trop Med Hyg, 20: 631-641). В 

некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, описанная здесь, может быть основана на изоляте Р18 штамма Munchique CoAn4763 

вируса Пичинде. Последовательность S-сегмента изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пи-

чинде указана как SEQ ID NO:1. В некоторых вариантах осуществления последовательность S-сегмента 

изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде представляет собой последовательность, 

представленную в SEQ ID NO:1. Последовательность L-сегмента вируса Пичинде указана как SEQ ID 
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NO:2. 

В другом варианте осуществления здесь представлена клетка, которая содержит кДНК или вектор-

ную систему, описанную выше в этом разделе. Здесь также представлены линии клеток, происходящие 

от таких клеток, культуры, содержащие такие клетки, способы культивирования таких инфицированных 

клеток. В некоторых вариантах осуществления здесь представлена клетка, которая содержит кДНК для 

геномного сегмента вируса Пичинде, который был сконструирован, чтобы служить носителем ORF в 

положении, отличном от положения ORF дикого типа. В некоторых вариантах осуществления клетка 

содержит S-сегмент и/или L-сегмент. 

4.5.2. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

В одном варианте осуществления здесь представлены нуклеиновые кислоты, которые кодируют ча-

стицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанную в разделе 4.2. В более конкретных вариан-

тах осуществления здесь представлена нуклеотидная последовательность ДНК или совокупность нук-

леотидных последовательностей ДНК, например, как указано в табл. 2 или 3. Клетки-хозяева, которые 

содержат такие нуклеиновые кислоты, также представлены в разделе 4.2. 

В конкретных вариантах осуществления здесь представлена кДНК, состоящая из кДНК для частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, которая была сконструирована, чтобы служить носителем 

ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа. В других вариантах осуществления здесь 

представлена кДНК частицы Пичинде с трехсегментным геномом, которая была сконструирована, (i) 

чтобы служить носителем ORF вируса Пичинде в положении, отличном от положения ORF дикого типа; 

и (ii), причем частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом кодирует гетерологичную ORF, как 

описано в разделе 4.2. 

В одном варианте осуществления здесь представлена векторная система экспрессии ДНК, которая 

вместе кодирует частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанную здесь. В частности, 

здесь представлена векторная система экспрессии ДНК, в которой один или более векторов кодируют 

три геномных сегмента вируса Пичинде, а именно один L-сегмент и два S-сегмента или два L-сегмента и 

один S-сегмент частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанной здесь. Такая векторная 

система может кодировать одну или более отдельных молекул ДНК. 

В другом варианте осуществления здесь представлена кДНК для S-сегмента(ов) вируса Пичинде, 

которая была сконструирована, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положения 

дикого типа, и является частью системы экспрессии ДНК или включенной в нее. В других вариантах 

осуществления кДНК для L-сегмента(ов) вируса Пичинде, который был сконструирован, чтобы служить 

носителем ORF в положении, отличном от положения дикого типа, является частью системы экспрессии 

ДНК или включенной в нее. В некоторых вариантах осуществления здесь представлена кДНК для части-

цы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, который был сконструирован, чтобы служить носителем 

(i) ORF в положении, отличном от положения ORF дикого типа; и в котором (ii) ORF, кодирующая GP, 

NP, белок Z или L-белок, была удалены и заменена гетерологичной ORF из организма, отличного от ви-

руса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления представленная здесь кДНК может происходить из специ-

фического штамма вируса Пичинде. Штаммы вируса Пичинде включают Munchique CoAn4763 изолят 

Р18 и его производные, Р2 и его производные, или происходят из любого из нескольких изолятов, опи-

санных Trapido и его коллегами (Trapido et al, 1971, Am J Trop Med Hyg, 20: 631-641). В конкретных ва-

риантах осуществления кДНК происходит из изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления вектор, сконструированный для кодирования частицы виру-

са Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанной здесь, может быть ос-

нован на специфическом штамме вируса Пичинде. Штаммы вируса Пичинде включают Munchique 

CoAn4763 изолят Р18 и его производные, Р2 и его производные, или происходят от любого из несколь-

ких изолятов, описанных Trapido и его коллегами (Trapido et al, 1971, Am J Trop Med Hyg, 20: 631-641). В 

некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, описанная здесь, может быть основана на изоляте Р18 штамма Munchique CoAn4763 

вируса Пичинде. Последовательность S-сегмента изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пи-

чинде указана как SEQ ID NO:1. В некоторых вариантах осуществления последовательность S-сегмента 

изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде представляет собой последовательность, 

представленную в SEQ ID NO:1. Последовательность L-сегмента вируса Пичинде указана как SEQ ID 

NO:2. 

В другом варианте осуществления здесь представлена клетка, которая содержит кДНК или вектор-

ную систему, описанную выше в этом разделе. Здесь также представлены линии клеток, происходящие 

от таких клеток, культуры, содержащие такие клетки, способы культивирования таких инфицированных 

клеток. В некоторых вариантах осуществления здесь представлена клетка, которая содержит кДНК для 

частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. В некоторых вариантах осуществления клетка со-

держит S-сегмент и/или L-сегмент. 

4.6. Способы применения. 

Вакцины были успешными для профилактики и/или лечения таких инфекционных заболеваний, как 
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вызываемое вирусом полиомиелита заболевание и корь. Однако терапевтическая иммунизация при уста-

новлении хронического заболевания, включая как хронические инфекции, так и рак, была менее успеш-

ной. Возможность образовывать частицу вируса Пичинде и/или частицу вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом представляет новую стратегию для новой вакцины. 

В одном варианте осуществления здесь представлены способы лечения инфекции и/или рака у 

субъекта, включающие введение субъекту одного или более типов частиц вируса Пичинде или частиц 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанных здесь, или их композиции. В конкретном вари-

анте осуществления способ лечения инфекции и/или рака, описанный здесь, включает введение субъек-

ту, нуждающемуся в этом, эффективного количества одной или более частиц вируса Пичинде или частиц 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанных здесь, или их композиции. Субъектом может 

быть млекопитающее, такое как, но без ограничения этим, человек, мышь, крыса, морская свинка, одо-

машненное животное, такое как, но без ограничения этим, корова, лошадь, овца, свинья, коза, кошка, 

собака, хомяк, осел. В конкретном варианте осуществления субъектом является человек. Являющимся 

человеком субъектом могут быть мужчины, женщины, взрослые, дети, пожилые люди (65 лет и старше) 

и люди с множеством заболеваний (т.е. полиморбидные субъекты). В некоторых вариантах осуществле-

ния субъектами являются те, болезнь у которых прогрессировала после лечения с использованием хи-

миотерапии, лучевой терапии, хирургического вмешательства и/или биологических агентов. 

В другом варианте осуществления здесь представлены способы индукции иммунного ответа против 

антигена, происходящего из инфекционного организма, опухоли или аллергена, у субъекта, включающие 

введение субъекту частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, 

экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционного организма, опухоли или аллергена, или ее 

композиции. 

В другом варианте осуществления субъекты, которым вводят частицу вируса Пичинде или частицу 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекцион-

ного организма, опухоли или аллергена, описанную здесь, или ее композицию, являются восприимчивы-

ми к или подвержены риску инфицирования(ю), развития(ю) рака или аллергии или имеют предраковое 

поражение тканей. В другом конкретном варианте осуществления субъекты, которым вводят частицу 

вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, 

происходящий из инфекционного организма, опухоли или аллергена, описанную здесь, или ее компози-

цию, инфицированы, являются восприимчивыми к, подвержены риску или являются пациентами с по-

ставленным диагнозом инфекция, рак, предраковое поражение тканей или аллергия. 

В другом варианте осуществления субъекты, которым вводят частицу вируса Пичинде или частицу 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекцион-

ного организма, опухоли или аллергена, описанную здесь, или ее композицию, страдают, являются вос-

приимчивым к или подвержены риску инфицирования, рака, предракового поражения или аллергии в 

легочной системе, центральной нервной системе, лимфатической системе, желудочно-кишечном тракте 

или сердечнососудистой системе среди прочих. В конкретном варианте осуществления субъекты, кото-

рым вводят частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрес-

сирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, опухоли или аллергена, описанную 

здесь, или ее композицию, страдают, являются восприимчивым к или подвержены риску инфицирова-

ния, рака или аллергии в одном или более органах тела, включая, но без ограничения ими, головной мозг, 

печень, легкие, глаза, уши, кишечник, пищевод, матку, носоглотку или слюнные железы. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту, который страдает от симптомов, 

включающих, но без ограничения ими, лихорадку, ночную потливость, усталость, недомогание, беспо-

койство, боль в горле, опухшие железы, боль в суставах, боль в мышцах, потерю аппетита, потерю веса, 

диарею, желудочно-кишечные изъязвления, желудочно-кишечное кровотечение, одышку, пневмонию, 

язвы рта, проблемы со зрением, гепатит, желтуху, энцефалит, судороги, кому, зуд, эритему, гиперпиг-

ментацию, изменения в лимфатическом узле или потерю слуха. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту любой возрастной группы, страдаю-

щему, восприимчивому к или подверженному риску инфицирования, рака или аллергии. В конкретном 

варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, опи-

санную здесь, или ее композицию вводят субъекту с нарушенной иммунной системой, беременному 

субъекту, субъекту, подвергающему трансплантации органа или костного мозга, субъекту, принимаю-

щему иммунодепрессанты, субъекту, подвергающемуся гемодиализу, субъекту с раком или субъекту, 

который страдает от, является восприимчивым к или подвержен риску инфицирования, рака или аллер-

гии. В более конкретном варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, 
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рака или аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту, который является ребенком 

возрастом 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 или 17 лет, страдающим, восприимчивым к и 

подверженным риску инфицирования, рака или аллергии. В еще одном конкретном варианте осуществ-

ления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирую-

щую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанную здесь, или ее 

композицию вводят субъекту, который является младенцем, страдающим, восприимчивым к или под-

верженным риску инфицирования, рака или аллергии. В еще одном конкретном варианте осуществления 

частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующую 

антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанную здесь, или ее ком-

позицию вводят субъекту, который является младенцем возрастом 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 или 12 

месяцев, страдающим, восприимчивым к или подверженным риску инфицирования, рака или аллергии. В 

еще одном конкретном варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака 

или аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту старшего возраста, который стра-

дает, является восприимчивым к и подвержен риску инфицирования, рака или аллергии. В более кон-

кретном варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллер-

гена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту, который является пожилым человеком воз-

растом 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, или 90 

лет. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъектам с повышенным риском диссеминиро-

ванной инфекции, рака или аллергии. В конкретном варианте осуществления частицу вируса Пичинде 

или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из 

инфекционного организма, рака или аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъектам в 

период новорожденности с неонатальной и, следовательно, незрелой иммунная система. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту, имеющему скрытую инфекцию, рак 

или аллергию. В конкретном варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пи-

чинде с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного орга-

низма, рака или аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту, имеющему скрытую 

инфекцию, скрытый рак или скрытую аллергию, которая может реактивироваться при нарушении им-

мунной системы. Таким образом, здесь представлен способ предотвращения реактивации инфекции, рака 

или аллергии. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту, имеющему рецидивирующую инфек-

цию, рак или аллергию. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанную здесь, или ее композицию вводят субъекту с генетической предрасположенностью 

к инфекции, раку или аллергии. В другом варианте осуществления субъекту вводят частицу вируса Пи-

чинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходя-

щий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанную здесь, или ее композицию. В другом 

варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, вво-

дят субъекту с факторами риска. Примеры факторов риска включают старение, табак, воздействие солн-

ца, облучение, химическое воздействие, случаи заболевания в семье, алкоголь, плохая диета, отсутствие 

физической активности или избыточный вес. 

В другом варианте осуществления введение частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционного организма, 

рака или аллергена, уменьшает симптоматическую инфекцию, рак или аллергию. В другом варианте 

осуществления введение частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, 

уменьшает бессимптомную инфекцию, рак или аллергию. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, описанную 

здесь, или ее композицию вводят субъектам или животным, инфицированным одним или несколькими 

штаммами вируса гриппа, инфекционным, вызывающим бурсальную болезнь вирусом, ротавирусом, ви-

русом инфекционного бронхита, вирусом инфекционного ларинготрахеита, вирусом анемии у кур, вызы-
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вающим болезнь Марека вирусом, вирусом птичьего лейкоза, аденовирусом птиц или пневмовирусом 

птиц, вирусом, вызывающим SARS, респираторно-синцитиальным вирусом человека, вирусом иммуно-

дефицита человека, вирусом гепатита А, вирусом гепатита В, вирусом гепатита С, полиовирусом, виру-

сом бешенства, вирусом Хендра, вирусом Нипах, вирусом парагриппа 3 у человека, вирусом кори, виру-

сом эпидемического паротита, вирусом Эбола, вирусом Марбурга, вирусом, вызывающим болезнь За-

падного Нила, вирусом японского энцефалита, вирусом денге, хантавирусом, вирусом лихорадки Рифт-

Валли, вирусом лихорадки Ласса, вирусом простого герпеса и вирусом желтой лихорадки. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из рака, описанную здесь, или ее компо-

зицию вводят субъектам, страдающим одним или несколькими видами рака. В других вариантах осуще-

ствления любой вид рака, чувствительный к лечению вакцинами, описанными здесь, может быть мише-

нью. В более конкретном варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из рака, описанную здесь, или ее 

композицию вводят субъектам, страдающим, например, меланомой, раком предстательной железы, ра-

ком молочной железы, раком легких, нейробластомой, гепатоцеллюлярной карциномой, карциномой 

шейки матки и раком желудка, лимфомой Беркитта; неходжкинской лимфомой; лимфомой Ходжкина; 

раком носоглотки (раком верхней части горла за носом), лейкемией, лимфомой лимфоидной ткани, свя-

занной со слизистой оболочкой. 

В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из аллергена, описанную здесь, или ее 

композицию вводят субъектам, страдающим одной или несколькими аллергиями. В более конкретном 

варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, экспрессирующую антиген, происходящий из аллергена, описанную здесь, или ее композицию вво-

дят субъектам, страдающим, например, сезонной аллергией, круглогодичной аллергией, риноконъюнк-

тивитом, астмой, экземой, пищевой аллергией. 

В другом варианте осуществления введение субъектам частицы вируса Пичинде или частицы виру-

са Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционного 

организма, рака или аллергена, описанной здесь, или ее композиции обеспечивает клеточно-

опосредованный иммунитет (CMI) против инфекции, рака или аллергена. Не ограничиваясь теорией, в 

другом варианте осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным 

геномом, экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, 

описанная здесь, или ее композиция инфицирует и экспрессирует представляющие интерес антигены в 

антигенпредставляющих клетках (АРС) хозяина (например, макрофагах, дендритных клетках или В-

клетках) для непосредственного представления антигенов около главных комплексов гистосовместимо-

сти (МНС) класса I и II. В другом варианте осуществления введение субъектам частицы вируса Пичинде 

или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующей антиген, происходящий из 

инфекционного организма, опухоли или аллергена, описанной здесь, или ее композиции индуцирует 

плюрифункциональные цитолитические, а также IFN-γ- и TNF-α-продуцирующие CMV-специфические 

CD4+ и CD8+ Т-клеточные реакции большой силы для лечения или профилактики инфекции, рака или 

аллергии. 

В другом варианте осуществления введение частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционного организма, 

рака или аллергена, описанной здесь, или ее композиции снижает риск развития у индивидуума инфек-

ции, рака, аллергии на по меньшей мере приблизительно 10%, по меньшей мере приблизительно 20%, по 

меньшей мере приблизительно 25%, по меньшей мере приблизительно 30%, по меньшей мере приблизи-

тельно 35%, по меньшей мере приблизительно 40%, по меньшей мере приблизительно 50%, по меньшей 

мере приблизительно 60%, по меньшей мере приблизительно 70%, по меньшей мере приблизительно 

80%, по меньшей мере приблизительно 90% или более, по сравнению с риском развития инфекции, рака 

или аллергии в отсутствие такого лечения. 

В другом варианте осуществления введение частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде 

с трехсегментным геномом, экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционного организма, 

рака или аллергена, или ее композиции уменьшает симптомы инфекции, рака или аллергия на по мень-

шей мере приблизительно 10%, по меньшей мере приблизительно 20%, по меньшей мере приблизитель-

но 25%, по меньшей мере приблизительно 30%, по меньшей мере приблизительно 35%, по меньшей мере 

приблизительно 40%, по меньшей мере приблизительно 50%, по меньшей мере приблизительно 60%, по 

меньшей мере приблизительно 70%, по меньшей мере приблизительно 80%, по меньшей мере приблизи-

тельно 90% или более, по сравнению с проявлением симптомов инфекции, рака, аллергии в отсутствие 

такого лечения. 

В некоторых вариантах изобретения частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трех-

сегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, предпочтительно вводят в виде множества инъекциях (например, по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 

7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 40, 45 или 50 инъекций) или с помощью непрерывной инфузии (на-
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пример, используя насос) во множество мест (например, по меньшей мере 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 или 

14 мест). В некоторых вариантах осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, экспрессирующую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака 

или аллергена, вводят в виде двух или более отдельных инъекций в течение 6-месячного периода, 12-

месячного периода, 24-месячного периода или 48-месячного периода. В некоторых вариантах изобрете-

ния частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирую-

щую антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, вводят с первой дозой в 

выбранный день, второй дозой по меньшей мере через 2 месяца после первой дозы и третьей дозой через 

6 месяцев после первой дозы. 

В одном примере кожные инъекции выполняются во множество мест тела, чтобы уменьшить сте-

пень местных кожных реакций. В определенный день вакцинации пациент получает назначенную общую 

дозу клеток, вводимых из одного шприца в виде 3-5 отдельных внутрикожных инъекций дозы (например, 

по меньшей мере 0,4 мл, 0,2 мл или 0,1 мл), каждая в крайней точке, расположенной на расстоянии по 

меньшей мере приблизительно 5 см (например, по меньшей мере 4,5, 5, 6, 7, 8 или 9 см) на входе иглы от 

ближайшей соседней инъекции. В последующие дни вакцинации места инъекции чередуют по разным 

конечностям по часовой стрелке или против часовой стрелки. 

В другом варианте осуществления введение инфекционного, дефектного по репликации вируса Пи-

чинде, экспрессирующего антиген CMV, или его композиции у субъектов с неонатальной и, следова-

тельно, незрелой иммунной системой индуцирует клеточно-опосредованный иммунный ответ (CMI) 

против инфекции, рака или аллергии, превышающий на по меньшей мере приблизительно 10%, по 

меньшей мере приблизительно 20%, по меньшей мере приблизительно 25%, по меньшей мере приблизи-

тельно 30%, по меньшей мере приблизительно 35%, по меньшей мере приблизительно 40%, по меньшей 

мере приблизительно 50%, по меньшей мере приблизительно 60%, по меньшей мере приблизительно 

70%, по меньшей мере приблизительно 80%, по меньшей мере приблизительно 90% или более, ответ 

CMI против инфекции, рака или аллергии в отсутствие такого лечения. 

В некоторых вариантах осуществления введение субъекту частицы вируса Пичинде или частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционно-

го организма, рака или аллергена, описанной здесь, индуцирует детектируемый титр антител в течение 

как минимум по меньшей мере четырех недель. В другом варианте осуществления введение субъекту 

частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующей 

антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанной здесь, увеличивает 

титр антител на по меньшей мере 100%, по меньшей мере 200%, по меньшей мере 300%, по меньшей 

мере 400%, по меньшей мере 500% или по меньшей мере 1000%. 

В некоторых вариантах осуществления первичная антигенная стимуляция индуцирует функцио-

нальный, (титр нейтрализующих антител) и минимальный титр антител, составляющий по меньшей мере 

50%, по меньшей мере 100%, по меньшей мере 200%, по меньшей мере 300%, по меньшей мере 400%, по 

меньшей мере 500% или по меньшей мере 1000% от среднего значения в контрольной сыворотке от яв-

ляющихся людьми субъектов с инфекционным иммунитетом. В более конкретных вариантах осуществ-

ления среднее геометрическое титра первичных нейтрализующих антител увеличивается до максималь-

ного значения по меньшей мере 1:50, по меньшей мере 1:100, по меньшей мере 1:200 или по меньшей 

мере 1:1000 в течение по меньшей мере 4 недель после иммунизации. В другом варианте осуществления 

иммунизация частицей вируса Пичинде или частицей вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экс-

прессирующей антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанной 

здесь, дает высокие титры антител, которые сохраняются в течение по меньшей мере 4 недель, по мень-

шей мере 8 недель, по меньшей мере 12 недель, по меньшей мере 6 месяцев, по меньшей мере 12 меся-

цев, по меньшей мере 2 лет, по меньшей мере 3 лет, по меньшей мере 4 лет или по меньшей мере 5 лет 

после иммунизации после одного введения вакцины, или после двух или более последовательных имму-

низаций. 

В еще одном варианте осуществления вторичная антигенная стимуляция увеличивает титр антител 

по меньшей мере на 100%, по меньшей мере на 200%, по меньшей мере на 300%, по меньшей мере на 

400%, по меньшей мере на 500% или по меньшей мере на 1000%. В другом варианте осуществления вто-

ричная антигенная стимуляция индуцирует функциональный, (титр нейтрализующих антител) и мини-

мальный титр антител, составляющий по меньшей мере 50%, по меньшей мере 100%, по меньшей мере 

200%, по меньшей мере 300%, по меньшей мере 400%, по меньшей мере 500% или по меньшей мере 

1000% от среднего значения в контрольной сыворотке от являющихся людьми субъектов с инфекцион-

ным иммунитетом. В более конкретных вариантах осуществления среднее геометрическое титра вторич-

ных нейтрализующих антител увеличивается до максимального значения по меньшей мере 1:50, по 

меньшей мере 1:100, по меньшей мере 1:200 или по меньшей мере 1:1000 в течение по меньшей мере 4 

недель после иммунизации. В другом варианте осуществления вторая иммунизация с использованием 

частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующей 

антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанной здесь, дает высокие 

титры антител, которые сохраняются в течение по меньшей мере 4 недель, по меньшей мере 8 недель, по 
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меньшей мере 12 недель, по меньшей мере 6 месяцев, по меньшей мере 12 месяцев, по меньшей мере 2 

лет, по меньшей мере 3 лет, по меньшей мере 4 лет или по меньшей мере 5 лет после иммунизации. 

В еще одном варианте осуществления третья бустер-иммунизация увеличивает титр антител на по 

меньшей мере 100%, по меньшей мере 200%, по меньшей мере 300%, по меньшей мере 400%, по мень-

шей мере 500% или по меньшей мере 1000%. В другом варианте осуществления бустер-иммунизация 

индуцирует функциональный, (титр нейтрализующих антител) и минимальный титр антител, состав-

ляющий по меньшей мере 50%, по меньшей мере 100%, по меньшей мере 200%, по меньшей мере 300%, 

по меньшей мере 400%, по меньшей мере 500% или по меньшей мере 1000% от среднего значения в кон-

трольной сыворотке от являющихся людьми субъектов с инфекционным иммунитетом. В более конкрет-

ных вариантах осуществления третья бустер-иммунизация индуцирует функциональный, (титр нейтра-

лизующих антител) и минимальный титр антител, составляющий по меньшей мере 50%, по меньшей ме-

ре 100%, по меньшей мере 200%, по меньшей мере 300%, по меньшей мере 400%, по меньшей мере 500% 

или по меньшей мере 1000% от среднего значения в контрольной сыворотке от являющихся людьми 

субъектов с инфекционным иммунитетом. В другом варианте осуществления третья бустер-иммунизация 

продлевает титр антитела на по меньшей мере 4 недели, по меньшей мере 8 недель, по меньшей мере 12 

недель, по меньшей мере 6 месяцев, по меньшей мере 12 месяцев, по меньшей мере 2 года, по меньшей 

мере на 3 года, по меньшей мере 4 года или по меньшей мере 5 лет после иммунизации. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака 

или аллергена, индуцирует независимый от Т-клеток или зависимый от Т-клеток ответ. В других вариан-

тах осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, 

экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, индуцирует 

Т-клеточный ответ. В других вариантах изобретения частица вируса Пичинде или частица вируса Пи-

чинде с трехсегментным геномом, экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного орга-

низма, рака или аллергена, описанная здесь, индуцирует ответ Т-хелперов. В другом варианте осуществ-

ления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирую-

щая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, индуцирует ответ в на-

правлении Th1-типа или ответ в направлении Th2-типа. 

В более конкретных вариантах осуществления на ответ в направлении Th1-типа указывает преобла-

дание антител в виде IgG2 в сравнении с IgG1. В других вариантах осуществления отношение IgG2:IgG1 

больше 1:1, больше 2:1, больше 3:1 или больше 4:1. В другом варианте осуществления инфекционная 

частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующая ан-

тиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанная здесь, характеризует-

ся преобладанием антител в виде IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgM, IgA или IgE. 

В некоторых вариантах осуществления инфекционный, дефектный по репликации вирус Пичинде, 

экспрессирующий антиген CMV или его фрагмент, индуцирует CD8+ Т-клеточный ответ. В другом ва-

рианте осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, 

экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, индуцирует 

и CD4+ и CD8+ Т-клеточные ответы, в сочетании с антителами или без них. 

В некоторых вариантах осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, экспрессирующая антиген, происходящих из инфекционного организма, рака 

или аллергена, описанная здесь, индуцирует высокие титры нейтрализующих антител. В другом вариан-

те осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экс-

прессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, описанная 

здесь, индуцирует более высокие титры нейтрализующих антител, чем экспрессия компонентов белково-

го комплекса по отдельности. 

В другом варианте осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующая один, два, три, четыре, пять или более антигенов, происходящих из 

инфекционного организма, рака или аллергена, индуцирует более высокие титры нейтрализующих анти-

тел, чем частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспресси-

рующая один антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена. 

В некоторых вариантах осуществления способы дополнительно включают совместное введение ча-

стицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом и по меньшей мере од-

ной дополнительной терапии. В некоторых вариантах осуществления совместное введение является од-

новременным. В другом варианте осуществления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом вводят до назначения дополнительной терапии. В других вариантах осуществ-

ления частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом вводят после 

назначения дополнительной терапии. В некоторых вариантах осуществления введение частицы вируса 

Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом и дополнительной терапии составляет 

приблизительно 1 ч, приблизительно 2 ч, приблизительно 3 ч, приблизительно 4 ч, приблизительно 5 

часов, приблизительно 6 ч, приблизительно 7 ч, приблизительно 8 ч, приблизительно 9 ч, приблизитель-

но 10 ч, приблизительно 11 ч или приблизительно 12 ч. В некоторых вариантах осуществления интервал 
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между введением частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом и 

указанной дополнительной терапией составляет приблизительно 1 день, 1 неделю, приблизительно 2 не-

дели, приблизительно 3 недели, приблизительно 4 недели, приблизительно 5 недель, приблизительно 6 

недель, приблизительно 7 недель, приблизительно 8 недель, приблизительно 9 недель, приблизительно 

10 недель, приблизительно 11 недель, приблизительно 12 недель. В некоторых вариантах осуществления 

интервал между введением частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным 

геномом и дополнительной терапией составляет приблизительно 1 месяц, приблизительно 2 месяца, при-

близительно 3 месяца, приблизительно 4 месяца, приблизительно 5 месяцев или приблизительно 6 меся-

цев. 

В некоторых вариантах осуществления введение частицы вируса Пичинде, экспрессирующей анти-

ген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, или ее композиции уменьшает ко-

личество антител, обнаруживаемых в образце крови пациента, или образце сыворотки. В некоторых ва-

риантах осуществления введение частицы вируса Пичинде, экспрессирующей антиген, происходящий из 

инфекционного организма, рака или аллергена, или ее композиции уменьшает количество инфекционно-

го организма, степень рака или аллергии, обнаруживаемого в моче, слюне, крови, слезах, сперме, образце 

слущивающихся клеток или женском молоке. 

В другом варианте осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанная здесь, или ее композиция может дополнительно содержать репортерный белок. В 

более конкретном варианте осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трех-

сегментным геномом, экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, и репортерный белок, описанный здесь, или композиция вводятся субъектам с целью лечения 

и/или профилактики инфекции, рака или аллергии. В еще одном конкретном варианте осуществления 

репортерный белок может использоваться для мониторинга экспрессии генов, локализации белка и дос-

тавки вакцины in vivo, in situ и в реальном времени. 

В другом варианте осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или 

аллергена, описанная здесь, или ее композиция может дополнительно содержать флуоресцентный белок. 

В более конкретном варианте осуществления частица вируса Пичинде или частица вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, экспрессирующая антиген, происходящий из инфекционного организма, рака 

или аллергена, описанная здесь, или ее композиция вводится субъектам с целью лечения и/или профи-

лактики инфекции, рака или аллергии. В еще одном конкретном варианте осуществления флуоресцент-

ным белком может быть репортерный белок, который может использоваться для мониторинга экспрес-

сии генов, локализации белка и доставки вакцины in vivo, in situ и в реальном времени. 

Изменения функции-ответа CMI против инфекции, рака или аллергии, индуцированного введением 

частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, экспрессирующей 

антиген, происходящий из инфекционного организма, рака, аллергена, или ее композиции у субъектов 

может быть определено с помощью любого исследования, известного специалисту в данной области тех-

ники, включая, но без ограничения ими, проточную цитометрию (смотрите, например, Perfetto SP et al., 

2004, Nat Rev Immun., 4(8) :648-55), анализы пролиферации лимфоцитов (смотрите, например, Bonilla FA 

et al., 2008, Ann Allergy Asthma Immunol, 101: 101-4 и Hicks MJ et al., 1983, Am J Clin Pathol., 80:159-63), 

исследования для измерения активации лимфоцитов, включая определение изменений экспрессии мар-

керов поверхности после инициации измерения цитокинов Т-лимфоцитов (смотрите, например, Caruso 

A. et al., Cytometry, 1997; 27:71-6), ELISPOT-анализы (смотрите, например, Czerkinsky С.С. et al., 1983, J 

Immunol Methods, 65:109-121; и Hutchings P.R. et al., 1989, J Immunol Methods, 120:1-8), или анализы ци-

тотоксичности клеток природных киллеров (смотрите, например, Bonilla F.A. et al., 2006, Ann Allergy 

Asthma Immunol., 94(5 Suppl 1):S1-63). 

Успешное лечение страдающего раком пациента можно определить как продление ожидаемой вы-

живаемости, индукцию противоопухолевого иммунного ответа или улучшение специфической характе-

ристики рака. Примеры характеристик рака, которые могут быть улучшены, включают размер опухоли 

(например, Т0, Tis или Т1-4), состояние метастазирования (например, МО, M1), количество наблюдае-

мых опухолей, вовлечение узлов (например, N0, N1-4, Nx), степень (т.е. степени 1, 2, 3 или 4), стадию 

(например, 0, I, II, III или IV), наличие или концентрацию определенных маркеров на клетках или в жид-

костях организма (например, AFP, B2M, β-HCG, ВТА, СА 15-3, СА 27.29, СА 125, СА 72,4, СА 19-9, 

кальцитонина, СЕА, хромогранина A, EGFR, гормональных рецепторов, HER2, HCG, иммуноглобули-

нов, NSE, NMP22, PSA, PAP, PSMA, S-100, ТА-90 и тиреоглобулина) и/или связанные с ним патологии 

(например, асцит или отек) или симптомы (например, кахексия, лихорадка, анорексия или боль). Улуч-

шение, если его можно измерить в процентах, может составлять по меньшей мере 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 

50, 60, 70, 80 или 90% (например, выживаемость или объемные или линейные размеры опухоли). 

В другом варианте осуществления здесь описан способ применения описанной здесь частицы виру-

са Пичинде, экспрессирующей антиген, происходящий из инфекционного организма, рака или аллергена, 

в которой по меньшей мере одна из ORF, кодирующих GP, NP, белок Z и L-белок, заменена нуклеотид-
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ной последовательностью, кодирующей нуклеотидную последовательность, кодирующую антиген, про-

исходящий из инфекционного организма, рака, аллергена, или его антигенный фрагмент. 

4.7. Композиции, введение и дозировка 

Кроме того, настоящее изобретение относится к вакцинам, иммуногенным композициям (например, 

вакцинным препаратам) и фармацевтическим композициям, содержащим частицу вируса Пичинде или 

частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанную здесь. Такие вакцины, иммуногенные 

композиции и фармацевтические композиции могут быть составлены в соответствии со стандартными 

процедурами в данной области техники. 

Специалисту со средним уровнем компетентности в соответствующих областях техники будет по-

нятно, что подходящие модификации и адаптации описанных здесь способов и применений могут быть 

очевидными и могут быть осуществлены без отклонения от объема любого их вариантов осуществления. 

В другом варианте осуществления здесь представлены композиции, содержащие частицу вируса 

Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанную здесь. Такие композиции 

могут использоваться в способах лечения и профилактики заболевания. В конкретном варианте осущест-

вления композиции, описанные здесь, используются для лечения субъектов, инфицированных или вос-

приимчивых к инфекции. В других вариантах осуществления композиции, описанные здесь, использу-

ются для лечения субъектов, восприимчивых к или проявляющих симптомы, характерные для рака или 

онкогенеза, или субъектов с поставленным диагнозом рак. В другом конкретном варианте осуществле-

ния иммуногенные композиции, представленные здесь, могут использоваться для индукции иммунного 

ответа у хозяина, которому вводится композиция. Иммуногенные композиции, описанные здесь, могут 

использоваться в качестве вакцин и могут быть соответственно составлены в виде фармацевтических 

композиций. В конкретном варианте осуществления иммуногенные композиции, описанные здесь, ис-

пользуются для профилактики инфекции или рака у субъектов (например, являющихся людьми субъек-

тов). В других вариантах осуществления вакцина, иммуногенная композиция или фармацевтическая 

композиция пригодны для введения животным и/или людям. 

В некоторых вариантах осуществления здесь представлены иммуногенные композиции, содержа-

щие вектор в виде вируса Пичинде, описанный здесь. В некоторых вариантах осуществления такая им-

муногенная композиция дополнительно содержит фармацевтически приемлемый наполнитель. В некото-

рых вариантах осуществления такая иммуногенная композиция дополнительно содержит адъювант. 

Адъювант для введения в комбинации с композицией, описанной здесь, может вводиться до, одновре-

менно с или после введения указанной композиции. В некоторых вариантах осуществления термин 

"адъювант" относится к соединению, которое при введении в сочетании с или в составе композиции, 

описанной здесь, увеличивает, усиливает и/или усиливает иммунный ответ против частицы вируса Пи-

чинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом и, что наиболее важно, продуктов генов в 

векторе в виде указанной частицы, но когда соединение вводится отдельно, не индуцирует иммунный 

ответ против частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом и про-

дуктов генов в векторе в виде указанной частицы. В некоторых вариантах осуществления адъювант ин-

дуцирует иммунный ответ против частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом и продуктов генов в векторе в виде указанной частицы, и не вызывает аллергию или дру-

гую неблагоприятную реакцию. Адъюванты могут усиливать иммунный ответ с помощью нескольких 

механизмов, включая, например, рекрутмент лимфоцитов, стимуляцию В- и/или Т-клеток и стимуляцию 

макрофагов или дендритных клеток. Когда вакцина или иммуногенная композиция настоящего изобре-

тения содержат адъюванты или вводится вместе с одним или более адъювантов, адъюванты, которые 

могут использоваться, включают, но без ограничения ими, адъюванты в виде минеральных солей или 

гелевые адъюванты с минеральными солями, адъюванты в виде частиц, адъюванты в виде микрочастиц, 

адъюванты слизистой оболочки и иммуностимулирующие адъюванты. Примеры адъювантов включают, 

но без ограничения ими, соли алюминия (квасцы) (такие как гидроксид алюминия, фосфат алюминия и 

сульфат алюминия), 3-де-О-ацилированный монофосфориллипид A (MPL) (смотрите GB 2220211), MF59 

(Novartis), AS03 (GlaxoSmithKline), AS04 (GlaxoSmithKline), полисорбат 80 (Твин 80, ICL Americas, Inc.), 

имидазопиридиновые соединения (смотрите международную заявку с № PCT/US2007/064857, опублико-

ванную как публикация международной заявки с № WO 2007/109812), соединения - производные имида-

зохиноксалина (смотрите международную заявку с № PCT/US2007/064858, опубликованную как публи-

кация международной заявки с № WO 2007/109813) и сапонины, такие как QS21 (смотрите Kensil et al., 

1995, in Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press, NY); 

патент США с № 5057540). В некоторых вариантах осуществления адъювант представляет собой адъю-

вант Фрейнда (полный или неполный). Другие адъюванты представляют собой эмульсии типа "масло в 

воде" (например, сквален или арахисовое масло), необязательно в сочетании с иммунными стимулятора-

ми, такими как монофосфориллипид А (смотрите Stoute et al., 1997, N. Engl. J. Med., 336, 86-91). 

Композиции содержат частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным ге-

номом, описанную здесь отдельно или вместе с фармацевтически приемлемым носителем. Могут ис-

пользоваться суспензии или дисперсии частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, особенно изотонические водные суспензии или дисперсии. Фармацевтические компо-
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зиции могут быть стерилизованы и/или могут содержать наполнители, например, консерванты, стабили-

заторы, смачивающие агенты и/или эмульгаторы, солюбилизаторы, соли для регулирования осмотиче-

ского давления и/или буферы, и приготовлены хорошо известным образом, например с помощью обыч-

ных процессов диспергирования и суспендирования. В некоторых вариантах осуществления такие дис-

персии или суспензии могут содержать агенты, регулирующие вязкость. Суспензии или дисперсии вы-

держивают при температурах от 2 до 8°C или предпочтительно в случае более длительного хранения 

могут быть заморожены, а затем разморожены незадолго до использования или, альтернативно, могут 

быть лиофилизированы для хранения. Для инъекций вакцинные или иммуногенные препараты могут 

быть составлены в водных растворах, предпочтительно в физиологически совместимых буферах, таких 

как раствор Хэнкса, раствор Рингера или физиологический солевой раствор. Раствор может содержать 

вспомогательные агенты, такие как суспендирующие, стабилизирующие и/или диспергирующие агенты. 

В некоторых вариантах осуществления описанные здесь композиции дополнительно содержат кон-

сервант, например производное ртути тимеросал. В конкретном варианте осуществления описанные 

здесь фармацевтические композиции содержат 0,001-0,01% тимеросала. В других вариантах осуществле-

ния фармацевтические композиции, описанные здесь, не содержат консерванта. 

Фармацевтические композиции содержат от приблизительно 10
3 

до приблизительно 10
11

 бляшкооб-

разующих единиц частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

В одном варианте осуществления введение фармацевтической композиции является парентераль-

ным введением. Парентеральное введение может быть внутривенным или подкожным введением. Соот-

ветственно, формами стандартной дозы для парентерального введения являются, например, ампулы или 

флаконы, например флаконы, содержащие от приблизительно 10
3
 до 10

10
 бляшкообразующих единиц или 

от 10
5
 до 10

15
 физических частиц частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом. В некоторых вариантах осуществления термин "10еХ" означает 10 в степени X. 

В другом варианте осуществления вакцину или иммуногенную композицию, представленную здесь, 

вводят субъекту, в том числе, но без ограничения, перорально, внутрикожно, внутримышечно, внутри-

брюшинно, внутривенно, местно, подкожно, чрескожно, интраназально и путем ингаляции, и с помощью 

скарификации (царапания через верхние слои кожи, например, с использованием раздвоенной иглы). В 

частности, могут использоваться подкожные или внутривенные пути. 

Для введения интраназально или путем ингаляции препарат для применения в соответствии с на-

стоящим изобретением может быть удобно доставлен в виде аэрозольного распыления из упаковок под 

давлением или распылителя, с использованием подходящего пропеллента, например дихлордифтормета-

на, трихлорфторметана, дихлортетрафторэтана, диоксида углерода или другого подходящего газа. В слу-

чае аэрозоля под давлением единица дозирования может определяться путем обеспечения клапана для 

доставки дозированного количества. Капсулы и патроны, например, желатина для использования в инга-

ляторе или инсуффляторах, могут быть составлены с использованием порошковой смеси соединения и в 

виде подходящей порошкообразной основы, такой как лактоза или крахмал. 

Доза активного ингредиента зависит от типа вакцинации и от субъекта, а также от его возраста, ве-

са, индивидуального состояния, индивидуальных фармакокинетических данных и способа введения. В 

некоторых вариантах осуществления анализ in vitro используется, чтобы помочь в определении опти-

мальных диапазонов доз. Эффективные дозы могут быть экстраполированы из кривых зависимости от 

дозы, полученных из тест-систем in vitro или систем тестирования моделей на животных. 

В некоторых вариантах осуществления вакцина, иммуногенная композиция или фармацевтическая 

композиция, содержащая частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, может использоваться в качестве живой вакцинации. Примерные дозы для живой частицы вируса 

Пичинде могут варьировать от 10 до 100 или более, БОЕ живого вируса на дозу. В некоторых вариантах 

осуществления подходящие дозы частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом составляют 10
2
, 5×10

2
, 10

3
, 5×10

3
, 10

4
, 5×10

4
, 10

5
, 5×10

5
, 10

6
, 5×10

6
, 10

7
, 5×10

7
, 10

8
, 5×10

8
, 

1x×10
9
, 5×10

9
, 1×10

10
, 5×10

10
, 1×10

11
, 5×10

11
 или 10

12
 БОЕ, и могут вводиться субъекту один раз, два, три 

или более раз с интервалами так часто, как это необходимо. В другом варианте осуществления живой 

вирус Пичинде готовят таким образом, что 0,2-мл доза содержит 10
6,5

-10
7,5

 единиц в виде флуоресци-

рующих фокусов живой частицы вируса Пичинде. В другом варианте осуществления инактивированная 

вакцина составлена таким образом, что она содержит от приблизительно 15 мкг до приблизительно 100 

мкг, от приблизительно 15 мкг до приблизительно 75 мкг, от приблизительно 15 мкг до приблизительно 

50 мкг или от приблизительно 15 мкг до приблизительно 30 мкг вируса Пичинде. 

В некоторых вариантах осуществления для введения детям две дозы частицы вируса Пичинде или 

частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанной здесь, или ее композиции, назначаемые 

с интервалом, составляющим по меньшей мере один месяц, вводятся ребенку. В конкретных вариантах 

осуществления для введения взрослым вводится однократная доза частицы вируса Пичинде или частицы 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанной здесь, или ее композиции. В другом варианте 

осуществления взрослому вводятся две дозы частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом, описанной здесь, или ее композиции, назначаемые с интервалом, составляю-
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щим по меньшей мере один месяц. В другом варианте осуществления маленькому ребенку (от шести 

месяцев до девяти лет) можно вводить частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсег-

ментным геномом, описанную здесь, или ее композицию в первый раз в виде двух доз, назначаемых с 

интервалом, составляющим один месяц. В конкретном варианте осуществления ребенок, который полу-

чил только одну дозу в первый год вакцинации, должен получить две дозы в следующем году. В некото-

рых вариантах осуществления две дозы, вводимые с интервалом в 4 недели, являются предпочтительны-

ми для детей в возрасте от 2 до 8 лет, которым впервые вводят иммуногенную композицию, описанную 

здесь. В некоторых вариантах осуществления для детей в возрасте 6-35 месяцев может быть предпочти-

тельной половина дозы (0,25 мл), в противоположность 0,5 мл, которая может быть предпочтительной 

для субъектов старше трех лет. 

В некоторых вариантах осуществления композиции могут вводиться пациенту в однократной дозе, 

содержащей терапевтически эффективное количество частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пи-

чинде с трехсегментным геномом. В некоторых вариантах изобретения частицу вируса Пичинде или час-

тицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом можно вводить пациенту в однократной дозе, содер-

жащей терапевтически эффективное количество частицы вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с 

трехсегментным геномом и одну или более фармацевтических композиций, каждая в терапевтически 

эффективном количестве. 

В некоторых вариантах осуществления композицию вводят пациенту в виде однократной дозы с 

последующей второй дозой через три-шесть недель. В соответствии с этими вариантами осуществления 

бустерные прививки могут назначаться субъектам с интервалами от шести до двенадцати месяцев после 

второй прививки. В некоторых вариантах осуществления в бустерных прививках может использоваться 

другой вирус Пичинде или его композиция. В некоторых вариантах осуществления введение той же 

композиции, что и описанная здесь композиция, может повторяться и разделяться по меньшей мере 1 

днем, 2 днями, 3 днями, 4 днями, 5 днями, 10 днями, 15 днями, 30 днями, 45 днями, 2 месяцами, 75 дня-

ми, 3 месяцами или по меньшей мере 6 месяцами. 

Также здесь представлены способы и применения частицы вируса Пичинде или частицы вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом для производства вакцин в форме фармацевтических препаратов, 

которые содержат частицу вируса Пичинде или частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом в 

качестве активного ингредиента. Фармацевтические композиции настоящего изобретения готовят хоро-

шо известным образом, например, посредством обычных процессов смешивания и/или диспергирования. 

4.8. Анализы. 

4.8.1. Анализы на обнаружение вируса Пичинде. 

Квалифицированный специалист мог бы обнаружить геномный сегмент вируса Пичинде или части-

цу вируса Пичинде с трехсегментным геномом, описанной здесь, используя известные в данной области 

техники способы. Например, ОТ-ПЦР (RT-PCR) может использоваться с праймерами, специфическими 

для вируса Пичинде, для обнаружения и количественного определения геномного сегмента вируса Пи-

чинде, который был сконструирован, чтобы служить носителем ORF в положении, отличном от положе-

ния ORF дикого типа, или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. Вестерн-блоттинг, ELI-

SA, радиоиммунологический анализ, иммунопреципитация, иммуноцитохимия или иммуноцитохимия в 

сочетании с FACS (клеточным сортером с возбуждением флуоресценции) могут использоваться для ко-

личественного определения генных продуктов геномного сегмента вируса Пичинде или частицы вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом. 

4.8.2. Анализ для измерения инфективности. 

Любой анализ, известный специалисту в данной области техники, может использоваться для изме-

рения инфективности препарата вектора в виде вируса Пичинде. Например, определение титра виру-

са/вектора может быть выполнено с помощью "анализа фокусообразования" (анализа ФОЕ). Вкратце, 

комплементирующие клетки, например клетки МС57, высевают и инокулируют различными разведе-

ниями образца вируса/вектора. После инкубационного периода для допуска образования клетками моно-

слоя и прикрепления вируса к клеткам, монослой покрывают метилцеллюлозой. Когда планшеты допол-

нительно инкубируются, исходные инфицированные клетки высвобождают вирусное потомство. Из-за 

покрытия метилцеллюлозой распространение новых вирусов ограничено соседними клетками. Следова-

тельно, каждая инфекционная частица образует кольцевую зону инфицированных клеток, называемую 

фокусом. Такие фокусы можно сделаны видимыми и тем самым счетными с использованием антител 

против NP вируса Пичинде или другого белка, экспрессируемого частицей вируса Пичинде или частицей 

вируса Пичинде с трехсегментным геномом, и цветной реакции на основе HRP. Титр вируса/вектора 

можно рассчитать в фокусообразующих единицах на миллилитр (ФОЕ/мл). 

4.8.3. Рост частицы вируса Пичинде. 

Рост частицы вируса Пичинде, описанной здесь, может быть оценен любым способом, известным в 

данной области техники или описанным здесь (например, с использованием клеточной культуры). Рост 

вируса может быть определен путем инокуляции серийных разведений описанной здесь частицы вируса 

Пичинде в клеточные культуры (например, клетки BHK-21). После инкубации вируса в течение опреде-

ленного времени вирус выделяют, используя стандартные методы. 
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4.8.4. ELISA для сыворотки. 

Определение гуморального иммунного ответа при вакцинации животных (например, мышей, мор-

ских свинок) может быть выполнено с помощью антигенспецифических сывороточных ELISA (иммуно-

ферментных твердофазных иммуносорбентных анализов). Вкратце, планшеты покрывают антигеном 

(например, рекомбинантным белком), блокируют во избежание неспецифического связывания антител и 

инкубируют с серийными разведениями сывороток. После инкубации связанные антитела из сывороток 

могут быть обнаружены, например, с использованием связанного с ферментом специфического для вида 

(например, мыши, морской свинки) антитела (для обнаружения подклассов IgG или IgG в целом) и по-

следующей цветной реакции. Титры антител могут быть определены, например, как конечный средне-

геометрический титр. 

4.8.5. Анализ для измерения нейтрализующей активности индуцированных антител. 

Определение нейтрализующих антител в сыворотках проводят с использованием следующего ана-

лиза клеток, используя клетки ARPE-19 из АТСС и GFP-меченный вирус. Кроме того, используется до-

полнительная сыворотка морской свинки в качестве источника экзогенного комплемента. Анализ начи-

нается с посева 6,5×10
3 

клеток/лунку (50 мкл/лунку) в 384-луночный планшет за один или два дня до ис-

пользования для нейтрализации. Нейтрализацию проводят в 96-луночных стерильных планшетах для 

культивирования тканей без клеток в течение 1 ч при 37°C. После стадии инкубации-нейтрализации 

смесь добавляют к клеткам и инкубируют в течение еще 4 дней для обнаружения GFP с помощью считы-

вающего устройства для планшетов. Положительная (нейтрализующая) сыворотка человека использует-

ся в качестве положительного контроля анализа в каждом планшете для проверки достоверности всех 

результатов. Титры (ЕС50) определяют, используя подбор 4-х параметрической логистической кривой. В 

качестве дополнительной проверки лунки проверяют с помощью флуоресцентного микроскопа. 

4.8.6. Анализ подавления бляшкообразования. 

Вкратце, анализы подавления (нейтрализации) бляшкообразования для вируса Пичинде могут быть 

выполнены с использованием компетентного или дефектного по репликации вируса Пичинде, который 

помечен зеленым флуоресцентным белком, 5% сыворотка кролика может использоваться в качестве ис-

точника экзогенного комплемента, и бляшки могут быть подсчитаны с помощью флуоресцентной мик-

роскопии. Титры нейтрализации могут быть определены как наибольшее разведение сыворотки, которое 

приводит к 50, 75, 90 или 95% подавлению бляшкообразования, по сравнению с таковыми в контрольных 

(до иммунизации) образцах сыворотки. 

кПЦР: РНК-геномы вируса Пичинде выделяют с использованием набора QIAamp Viral RNA mini 

Kit (QIAGEN) в соответствии с протоколом, предоставленным изготовителем. Эквиваленты РНК-генома 

вируса Пичинде детектируют с помощью количественной ПЦР, проводимой в ПЦР-системе StepOnePlus 

в режиме реального времени (Applied Biosystems) с использованием набора Superscript III Platinum 

One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen) и праймеров и зондов (репортера FAM и гасителя NFQ-MG), специ-

фических для части кодирующей NP вируса Пичинде области или другого геномного участка частицы 

вируса Пичинде или частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом. Профилем температур реак-

ции может быть: 30 мин при 60°C, 2 мин при 95°C, а затем 45 циклов из 15 с при 95°C, 30 с при 56°C. 

РНК может быть количественно определена путем сопоставления результатов для образцов со стандарт-

ной кривой, построенной исходя из десятичного логарифма серии разведений спектрофотометрически 

количественно определяемого, in vitro транскрибированного фрагмента РНК, соответствующего фраг-

менту последовательности, кодирующей NP, или другого геномного участка частицы вируса Пичинде 

или частице вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащего сайты связывания праймера и 

зонда. 

4.8.7. Вестерн-блоттинг. 

Инфицированные клетки, выращенные в матрасах для культивирования тканей или в суспензии, 

лизируют в указанные моменты времени после инфицирования с использованием буфера RIPA (Thermo 

Scientific) или используют непосредственно без лизиса клеток. Образцы нагревают до 99°C в течение 10 

мин вместе с восстановителем и буфером для образца NuPage LDS (NOVEX) и охлаждают до комнатной 

температуры перед загрузкой в 4-12% SDS-гели для электрофореза. Белки блоттируют на мембраны с 

использованием устройства для переноса iBlot Gel и визуализируют путем окрашивания с использовани-

ем диазокрасителя Понсо. Наконец, препараты исследуют с помощью первых антител, направленных 

против представляющих интерес белков, и вторых антител, конъюгированных со щелочной фосфатазой, 

с последующим окрашиванием с использованием раствора 1-Step NBT/BCIP (INVITROGEN). 

4.8.8. Анализ окрашивания пептид-МНС-мультимерных комплексов для обнаружения пролифера-

ции антигенспецифических CD8+ Т-клеток. 

Любое исследование, известное специалисту в данной области техники, может использоваться для 

исследования антигенспецифических CD8+ Т-клеточных ответов. Например, можно использовать анализ 

окрашивания пептид-МНС-мультимерных комплексов (смотрите, например, Altman JD et al., Science, 

1996, 274: 94-96 и Murali-Krishna K. et al., Immunity, 1998; 8: 177-187). Вкратце, анализ включает сле-

дующие этапы, для выявления присутствия антигенспецифических Т-клеток используют анализ тетраме-
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ров. Для того чтобы Т-клетка обнаруживала пептид, в отношении которого она является специфической, 

она должна распознавать как пептид, так и тетрамер молекул МНС, специализированный в отношении 

определенной антигенной специфичности и гаплотипа МНС Т-клеток (обычно флуоресцентно мечен-

ных). Затем тетрамер обнаруживается с помощью проточной цитометрии через флуоресцентную метку. 

4.8.9. Анализ ELISPOT для обнаружения пролиферации антигенспецифических CD4+ Т-клеток. 

Любое исследование, известное специалисту в данной области техники, может использоваться для 

исследования антигенспецифических CD4+ Т-клеточных ответов. Например, может быть использован 

анализ ELISPOT (смотрите, например, Czerkinsky СС et al., J. Immunol Methods, 1983, 65: 109-121, Hutch-

ings PR et al., J. Immunol Methods, 1989; 120: 1-8). Вкратце, анализ включает следующие этапы: Планшет 

для спот-иммуноанализа покрывают антителом против цитокина. Клетки инкубируют в планшете для 

спот-иммуноанализа. Клетки секретируют цитокины и затем смываются. Затем планшеты покрывают 

вторым биотинилированным антителом против цитокина и визуализируют с помощью системы авидин-

HRP. 

4.8.10. Анализ внутриклеточных цитокинов для определения функциональности CD8+ и CD4+ Т-

клеточных ответов. 

Любое исследование, известное специалисту в данной области техники, может использоваться для 

проверки функциональности CD8+ и CD4+ Т-клеточных ответов. Например, можно использовать анализ 

внутриклеточных цитокинов в сочетании с проточной цитометрией (смотрите, например, Suni MA et al., 

J. Immunol Methods, 1998; 212: 89-98; Nomura LE et al., Cytometry, 2000; 40:60-68 и Ghanekar SA et al., 

Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, 2001; 8: 628-63). Вкратце, анализ включает следующие 

стадии: активацию клеток через специфические пептиды или белок, ингибирование переноса белков (на-

пример, брефельдин А добавляют для сохранения цитокинов внутри клетки). После определенного пе-

риода инкубации, обычно 5 ч, следуют стадии промывки, и к клеткам могут быть добавлены антитела к 

другим клеточным маркерам. Затем клетки фиксируют и нарушают проницаемость их мембраны. Добав-

ляют конъюгированные с флурохромом антитела против цитокинов, и клетки могут быть проанализиро-

ваны с помощью проточной цитометрии. 

4.8.11. Анализ для подтверждения дефектности по репликации вирусных векторов. 

Любое исследование, известное специалисту в данной области техники, с помощью которого опре-

деляется концентрация инфекционных и компетентных по репликации вирусных частиц, также может 

использоваться для измерения дефектных по репликации вирусных частиц в образце. Например, для этой 

цели могут быть использованы анализы ФОЕ с использованием некомплементирующих клеток. 

Кроме того, анализы на основе бляшек являются стандартным методом, используемым для опреде-

ления концентрации вируса в бляшкообразующих единицах (БОЕ) в образце вируса. В частности, кон-

флюэнтный монослой некомплементирующих клеток-хозяев инфицируют вирусом в различных разведе-

ниях и покрывают полутвердой средой, такой как агар, для предотвращения бесконтрольного распро-

странение вирусной инфекции. Вирусная бляшка образуется, когда вирус успешно инфицирует и репли-

цирует себя в клетке в монослое фиксированных клеток и распространяется на окружающие клетки 

(смотрите, например, Kaufmann, S.H.; Kabelitz, D. (2002) Methods in Microbiology Vol.32:Immunology of 

Infection. Academic Press. ISBN 0-12-521532-0). Образование бляшек может занять от 2 до 14 дней, в за-

висимости от анализируемого вируса. Бляшки обычно подсчитывают вручную, и результаты в сочетании 

с коэффициентом разбавления, используемым для приготовления чашки, используют для расчета коли-

чества бляшкообразующих единиц на единицу объема образца (БОЕ/мл). Результат в БОЕ/мл представ-

ляет собой количество инфекционных компетентных по репликации частиц в образце. Когда использу-

ются С-клетки, один и тот же анализ может быть использован для титрования дефектных по репликации 

частиц вируса Пичинде или частиц вируса Пичинде с трехсегментным геномом. 

4.8.12. Анализ экспрессии вирусного антигена. 

Любой анализ, известный специалисту в данной области техники, может использоваться для изме-

рения экспрессии вирусных антигенов. Например, анализы ФОЕ могут быть выполнены. Для обнаруже-

ния используют препараты моно- или поликлональных антител против соответствующих вирусных анти-

генов (трансген-специфические ФОЕ). 

4.8.13. Модели на животных. 

Для исследования рекомбинации и инфективности частицы вируса Пичинде, описанной здесь, мо-

гут использоваться in vivo модели на животных. В некоторых вариантах осуществления модели на жи-

вотных, которые могут использоваться для исследования рекомбинации и инфективности частиц вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом, включают мышь, морскую свинку, кролика и обезьяну. В предпоч-

тительном варианте осуществления модели на животных, которые могут использоваться для исследова-

ния рекомбинации и инфективности вируса Пичинде, включают мышь. В более конкретном варианте 

осуществления мыши, которые могут использоваться для исследования рекомбинации и инфективности 

частицы вируса Пичинде, является трижды дефицитными по интерфероновому рецептору типа I, интер-

фероновому рецептору типа II и активирующему рекомбинацию гену 1 (RAG1). 

В некоторых вариантах осуществления модели на животных могут использоваться для определения 

инфективности вируса Пичинде и стабильности трансгена. В некоторых вариантах осуществления ви-
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русная РНК может быть выделена из сыворотки модели на животном. Способы хорошо известны спе-

циалистам в данной области техники. Вирусная РНК может быть подвергнута обратной транскрипции, и 

кДНК, несущая ORF вируса Пичинде, может быть амплифицирована с помощью ПЦР с использованием 

ген-специфических праймеров. Проточная цитометрия также может использоваться для исследования 

инфективности вируса Пичинде и стабильности трансгена. 

5. Примеры 

Эти примеры демонстрируют, что векторная технология на основе вируса Пичинде может быть ис-

пользована для успешной разработки (1) геномного сегмента вируса Пичинде с вирусной ORF в положе-

нии, отличном от положения ORF дикого типа, и (2) частицы вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом, которая не приводит к образованию компетентной по репликации частицы вируса с двухсегмент-

ным геномом. 

5.1. Материалы и методы. 

5.1.1. Клетки. 

Клетки BHK-21 культивировали в модифицированной по Дульбекко среде Игла с высоким содер-

жанием глюкозы (DMEM, Sigma), дополненной 10% инактивированной нагреванием фетальной телячьей 

сывороткой (FCS, Biochrom), 10 мМ HEPES (Gibco), 1 мМ пируватом натрия (Gibco) и 1× триптозо-

фосфатным бульоном. Клетки культивировали при 37°C во влажной камере с 5% СО2. 293-Т-клетки 

культивировали в модифицированной по Дульбекко среде Игла (DMEM, содержащей глутамакс, Sigma), 

дополненной 10% инактивированной нагреванием фетальной телячьей сывороткой (FCS). 

5.1.2. Трансгены. 

(1) Зеленый флуоресцентный белок (GFP) синтезировали как GFP-Bsm (SEQ ID NO:9) с фланки-

рующими сайтами рестрикции BsmBI для клонирования методом "бесшовного соединения". (2) Слитый 

белок, состоящий из i) сигнального пептида вируса гликопротеина вируса везикулярного стоматита 

(VSVG), ii) антигена Р1А линии клеток мастоцитомы мыши Р815, iii) линкера GSG, iv) пептида 2А энте-

ровируса и v) GM-CSF мыши. Этот слитый белок будет называться sP1AGM. Авторы настоящего изо-

бретения синтезировали его с фланкирующими сайтами рестрикции BsmBI как sP1AGM-Bsm (SEQ ID 

NO:10) для клонирования методом "бесшовного соединения". (3) GP вируса Пичинде с фланкирующими 

сайтами рестрикции BsmBI для клонирования методом бесшовного соединения для воссоздания плазми-

ды для экспрессии S-сегмента вируса Пичинде дикого типа (в S-сегменте отсутствуют сайты для BbsI) 

(SEQ ID NO:8). 

5.1.3. Плазмиды. 

Авторы настоящего изобретения синтезировали модифицированную кДНК для кодирующей L-

белок ORF изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде (номер доступа в Genbank: 

EF529747.1), в которую была введена некодирующая мутация для удаления сайта рестрикции BsmBI. Эта 

синтетическая ORF с подходящим образом фланкирующими сайтами рестрикции BsmBI, а также сайта-

ми рестрикции EcoRI и NheI (L∆BsmBI; SEQ ID NO:3) была введена в вектор для экспрессии под управ-

лением полимеразы-II (pol-II) pCAGGS, получая pC-PIC-L-Bsm (фиг. 3) для экспрессии L-белка вируса 

Пичинде в эукариотических клетках. 

Авторы настоящего изобретения синтезировали модифицированный L-сегмент (PIC-L-GFP-Bsm; 

SEQ ID NO:4) изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде (номер доступа в Genbank: 

EF529747.1), в котором кодирующая L-белок ORF была удалена и заменена на кодирующую GFP ORF с 

фланкирующими сайтами рестрикции BsmBI с каждой стороны. Эта синтетическая кДНК вводилась в 

кассету для экспрессии под управлением полимеразы I (pol-I) (Pinschewer et al., J Virol, 2003 Mar, 77 (6): 

3882-7), получая pol-I-PIC-L-GFP-Bsm (фиг. 3). 

Авторы настоящего изобретения расщепили PIC-L-Bsm с помощью BsmBI, чтобы вставить BsmBI-

мутированную кодирующую L-белок ORF в одинаково расщепленный остов pol-I-PIC-L-GFP-Bsm, тем 

самым заменяя ORF, кодирующую GFP, кодирующей L-белок ORF, чтобы "бесшовно" воссоздать кДНК 

для L-сегмента вируса Пичинде, с удалением всех сайтов рестрикции для клонирования. 

Результирующая плазмида pol-I-PIC-L (фиг. 3) была предназначена для внутриклеточной экспрес-

сии полноразмерного L-сегмента вируса Пичинде (PIC-L-seg; SEQ ID NO:2) в эукариотических клетках. 

Авторы настоящего изобретения синтезировали кДНК для модифицированного S-сегмента изолята 

Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде (номер доступа в Genbank: EF529746.1), названную 

PIC-miniS-GFP (SEQ ID NO:5), в которой кодирующая GP ORF была заменена на два сайта рестрикции 

BsmBI, и кодирующая NP ORF была заменена кодирующей GFP ORF с двумя фланкирующими сайтами 

рестрикции BbsI. Эта синтетическая кДНК была введена в кассету для экспрессии под управлением по-

лимеразы I мыши (pol-I) (Pinschewer et al., J Virol, 2003 Mar, 77 (6): 3882-7), получая pol-I-PIC-miniS-GFP 

(фиг. 3). 

Авторы настоящего изобретения синтезировали модифицированную кДНК для кодирующей NP 

ORF изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде (номер доступа в Genbank: Eb529747.1), 

в которую была введена некодирующая мутация для удаления обоих сайтов рестрикции BbsI. Эта синте-

тическая ORF с подходящим образом фланкирующими сайтами рестрикции BbsI, a также сайтами рест-
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рикции EcoRI и Nhel (NPABbsI; SEQ ID NO:6) была введена в вектор для экспрессии под управлением 

полимеразы-II (pol-II) pCAGGS, получая pC-PIC-NP-Bbs (фиг. 3) для экспрессии белка NP вируса Пи-

чинде в эукариотических клетках. 

Авторы настоящего изобретения расщепили NPABbsI с помощью BbsI, чтобы вставить BbsI-

мутированную кодирующую NP ORF в одинаково расщепленный остов pol-I-PIC-miniS-GFP, тем самым 

заменяя ORF, кодирующую GFP, кодирующей NP ORF, чтобы "бесшовно" воссоздать часть 3'-UTR-NP-

IGR кДНК для S-сегмента вируса Пичинде, с удалением всех сайтов рестрикции для целей клонирова-

ния. Результирующая плазмида pol-I-PIC-NP-Bsm (фиг. 3), экспрессирующая PIC-NP-Bsm (SEQ ID NO:7) 

под контролем pol-I, была предназначена для приема представляющих интерес трансгенов, которые 

должны быть вставлены между 5'-UTR и IGR, путем "бесшовной" замены сайтов рестрикции BsmBI для 

экспрессии результирующего рекомбинантного S-сегмента вируса Пичинде в эукариотических клетках. 

Авторы настоящего изобретения синтезировали модифицированную кДНК для кодирующей GP 

ORF изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763 вируса Пичинде (номер доступа в Genbank: EN529747.1), 

в которую была введена некодирующая мутация для удаления обоих сайтов рестрикции BbsI. Аналогич-

но NP∆BbsI, эта синтетическая ORF была введена в остов pol-I-PIC-miniS-GFP, тем самым заменяя ORF, 

кодирующую GFP, кодирующей GP ORF, чтобы "бесшовно" воссоздать часть 3'-UTR-GP-IGR кДНК для 

S-сегмента вируса Пичинде, с удалением всех сайтов рестрикции для целей клонирования. Результи-

рующая плазмида pol-I-PIC-GP-Bsm (фиг. 3), экспрессирующая PIC-GP-Bsm (SEQ ID NO:8), была пред-

назначена для приема представляющих интерес трансгенов, которые должны быть вставлены между 5'-

UTR и IGR, путем "бесшовной" замены сайтов рестрикции BsmBI, для экспрессии рекомбинантного S-

сегмента вируса Пичинде в эукариотических клетках. 

Затем авторы настоящего изобретения ввели в pol-I-PIC-NP-Bsm следующие гены и трансгены: 1. 

GFP, 2. sP1AGM и 3. GP вируса Пичинде, все с фланкирующими сайтами рестрикции BsmBI. 

Результирующие плазмиды были обозначены: pol-I-PIC-NP-GFP (экспрессирующая PIC-NP-GFP, 

также известная как S-NP/GFP, SEQ ID NO:11) и pol-I-PIC-NP-sP1AGM (экспрессирующая PIC-NP-

sP1AGM; SEQ ID NO:12) и pol-I-PIC-S (экспрессирующая PIC-S, SEQ ID NO:1). Аналогично, авторы на-

стоящего изобретения ввели GFP или SP1AGM в pol-I-PIC-GP-Bsm, получая pol-I-PIC-GP-GFP (экспрес-

сирующую PIC-GP-GFP, также известную как S-GP/GFPart; SEQ ID NO:13) и pol-I-PIC-GP-sP1AGM 

(экспрессирующую PIC-GP-sP1AGM; SEQ ID NO:14). 

5.1.4. ДНК-трансфекция клеток и спасение рекомбинантных вирусов. 

Клетки BHK-21, стабильно трансфицированные для экспрессии гликопротеина вируса лимфоци-

тарного хориоменингита (клетки BHK-GP, Flatz et al. Nat Med., 2010 Mar; 16(3): 339-45), высевали в 6-

луночные планшеты с плотностью 5×10
5
 клеток/лунку и трансфицировали через 24 ч различными коли-

чествами ДНК с использованием того или другого липофектамина (приблизительно 3 мкл/мкг ДНК, Invi-

trogen) в соответствии с инструкциями производителя. Для спасения рекомбинантных вирусов с двух-

сегментным геномом полностью из плазмидной ДНК, два минимальных вирусных транс-действующих 

фактора NP и L были доставлены из плазмид под управлением pol-II (0,8 мкг pC-PIC-NP-Bbs, 1,4 мкг pC-

PIC-L-Bsm) и были котрансфицированы с использованием 1 мкг pol-I-PIC-L и 0,8 мкг pol-I-PIC-S. В слу-

чае спасения вируса r3PIC с трехсегментным геномом, состоящего из одного L- и двух S-сегментов, в 

смесь для трансфекции включали 0,8 мкг обоих S-сегментов под управлением pol-I. Через 72 ч после 

трансфекции клетки и супернатант переносили в 75 см
2
 матрас для культивирования тканей, и суперна-

тант собирали еще через 48-96 ч. Инфективность вирусов определяли в анализе фокусообразования, и 

вирус пассировали в течение 48 ч на нормальных клетках BHK-21 для дальнейшей амплификации (мно-

жественность заражения=0,01 в течение 48 ч). Титры вируса в полученных таким образом вирусных 

биомассах снова определяли путем анализа фокусообразования. 

5.1.5. Вирусы и кинетика роста вирусов. 

Биомассы вирусов дикого типа и рекомбинантных вирусов получали путем инфицирования либо 

клеток BHK-21, либо 293-Т-клеток с множественностью заражения (MOI)=0,01, и супернатант собирали 

через 48 ч после инфицирования. Кривые роста вирусов получали in vitro в формате матраса для культи-

вирования клеток Т75. Клетки BHK021 высевали с плотностью 5×10
6
 клеток/матрас и инфицировали 

через 24 ч путем инкубации клеток вместе с 5 мл вирусного инокулята с MOI=0,01 в течение 90 мин на 

качающемся планшете при 37°C и 5% СО2. Добавляли свежую среду и клетки инкубировали при 

37°C/5% СО2. Супернатант отбирали в заданные моменты времени (обычно 24, 48, 72 ч) и титры вируса 

анализировали путем анализа фокусообразования. 

5.1.6. Анализ фокусообразования. 

Затем титры вируса Пичинде определяют с помощью анализа фокусообразования. 293-Т-клетки или 

клетки 3T3 использовали для анализа фокусообразования, если не указано иное. Клетки высевали с 

плотностью 3×10
4
 клеток на лунку в 96-луночном планшете и смешивали с 100 мкл 3,17-кратных серий-

ных разведений вируса, приготовленных в MEM/2% FCS. Спустя 2-4 ч инкубации при 37°C в каждую 

лунку добавляли 80 мкл вязкой среды (2% метилцеллюлозы в 2× дополненной DMEM) для обеспечения 

распространения вирусных частиц только на соседние клетки. Через 48 ч при 37°C супернатант отбрасы-
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вали, и клетки фиксировали добавлением 100 мкл метанола в течение 20 мин при комнатной температуре 

(все последующие этапы выполняют при комнатной температуре). Проницаемость мембраны клеток на-

рушали с использованием 100 мкл на лунку BSS/1% Triton X-100 (Merck Millipore) в течение 20 мин, и 

впоследствии клетки блокировали в течение 60 мин PBS/5% FCS. Для окрашивания на NP в качестве 

первого окрашивающего антитела использовали моноклональное антитело крысы против NP вируса Пи-

чинде, разведенное в PBS/2,5% FCS, в течение 60 мин. Планшеты промывали три раза водопроводной 

водой, и второе конъюгированное с HRP козье антикроличье антитело в виде IgG добавляли в разведе-

нии 1:100 в PBS/2,5% FCS и инкубировали в течение 1 ч. Планшет снова трижды промывали водопро-

водной водой. Добавляли цветную реакцию (0,5 г/л DAB (Sigma D-5637), 0,5 г/л сульфата никеля-

аммония в PBS/0,015% Н2О2), и реакцию останавливали через 10 мин с помощью водопроводной воды. 

Были подсчитаны окрашенные фокусы, и конечный титр рассчитывали в соответствии с разведением. 

5.1.7. Мыши. 

Мышей BALB/c покупали в Charles River Laboratories и размещали в специальных условиях без па-

тогенов (SPF) для экспериментов. Все эксперименты на животных проводились в University of Basel в 

соответствии со швейцарским законодательством о защите животных и разрешением соответствующих 

ответственных кантональных органов власти. Инфицирование мышей проводили внутривенно в дозе 

1×10
5
 ФОЕ на мышь. 

5.1.8. Проточная цитометрия. 

Кровь окрашивали тетрамерами МНС класса I, загружаемыми с помощью иммунодоминантного 

происходящего от Р1А H-2L
d
-рестрицированного эпитопа LPYLGWLVF (Аа35-43) в комбинации с анти-

телами против CD8a и против В220, и частоты возникновения эпитоп-специфических CD8+ Т-клеток 

определяли на проточном цитометре BD LSRFortessa, и данных обрабатывали с использованием про-

граммного обеспечения FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). 

5.1.9. Статистический анализ. 

Статистическую значимость определяли с помощью двухстороннего t-критерия для независимых 

выборок, используя программное обеспечение Graphpad Prism (версии 6.0d). 

5.2. Результаты. 

5.2.1. Разработка на основе вируса Пичинде с трехсегментным геномом векторов с искусственной 

организацией генома. 

Геном вируса Пичинде дикого типа состоит из двух одноцепочечных РНК-сегментов негативной 

полярности (одного L-, одного S-сегмента) (фиг. 1А). Для векторов в виде компетентных по репликации 

вирусов Пичинде с трехсегментным геномом с искусственной организацией генома (r3PIC-art, фиг. 1В, 

1С и 1D), авторы настоящего изобретения разработали систему спасения кДНК под управлением поли-

меразы I/II, основанную на кассетной системе, позволяющей "бесшовное" введение выбранных трансге-

нов по выбору между 5'-нетранслируемой областью (5'-UTR) и межгенной областью (IGR) дублирован-

ных S-сегментов. Стратегия молекулярного клонирования для "бесшовной" вставки (т.е. без участков 

остаточных нуклеотидов, происходящих от молекулярного клонирования и, таким образом, без дополни-

тельных сайтов распознавания рестрикционными ферментами) трансгенов в S-сегменты аренавируса с 

использованием сайтов рестрикции BsmBI, которые полностью удаляются при вставке трансгена и, та-

ким образом, отсутствуют в результирующем рекомбинантном вирусе, была подробно описана Pin-

schewer et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 2003 Jun 24; 100 (13): 7895-900, поддерживающий фиг. 4. Фермент 

BbsI использовали для "бесшовного" клонирования аналогично, как описано Flick et al. J Virol. 2001 Feb, 

75 (4): 1643-55. Эти геномы r3PIC-art, основанные на вирусах Пичинде, состояли из L-сегмента вируса 

Пичинде дикого типа вместе с искусственно дублированными S-сегментами, предназначенными для 

службы носителем либо нуклеопротеина (NP), либо гликопротеина (GP) под контролем 3'-UTR, т.е. меж-

ду 3'-UTR и IGR. Это оставило в каждом S-сегменте одно положение для вставки трансгена, т.е. один 

трансген, каждый, мог быть вставлен между 5'-UTR и IGR каждого из двух S-сегментов, соответственно. 

5.2.2. Инфекционный GFP-экспрессирующий вирус, спасенный из являющихся рекомбинантными 

вирусами с трехсегментным геномом векторов с искусственной организацией генома. 

Для образования рекомбинантного вируса Пичинде с трехсегментным геномом авторы настоящего 

изобретения синтезировали множество плазмид, описанных в разделе 5.1.3. Клетки BHK-21 были транс-

фицированы следующей комбинацией плазмид: 

(A) S-сегментным минигеном: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-miniS-GFP; 

(B) L-сегментным минигеном: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-L-GFP-Bsm; 

(C) r3PIC-GFP
art

: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-L, pol-I-PIC-NP-GFP, pol-I-PIC-GP-GFP; 

(D) rPIC
wt

: pC-PIC-L-Bsm, pC-PIC-NP-Bbs, pol-I-PIC-L, pol-I-PIC-S. 

Авторы настоящего изобретения обнаружили экспрессию GFP через 48 ч после трансфекции S- и L-

сегментных минигеномов (фиг. 4, комбинаций плазмид А и В, описанных выше), документально под-

тверждая внутриклеточное восстановление функциональных аналогов S- и L-сегментов вируса Пичинде 

в виде рибонуклеопротеинов (RNP), которые были активны в отношении экспрессии генов. Аналогично, 

трансфекция С, нацеленная на образование r3PIC-GFP
art

, показала GFP-позитивные клетки через 48 ч 

после трансфекции, тогда как комбинация плазмид D для образования rPIC
wt

 не показала зеленой флуо-
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ресценции, как и ожидалось. Через 168 ч после трансфекции GFP-позитивные клетки в основном исчеза-

ли в случае трансфекций S- и L-сегментных минигеномов, но часто встречались среди клеток с r3PIC-

GFP
art

, что указывает на то, что инфекционный, GFP-экспрессирующий вирус был восстановлен из кДНК 

и размножен в культуре клеток. 

5.2.3. Рекомбинантные вирусы с трехсегментным геномом растут до более низких титров, чем ви-

рус Пичинде дикого типа. 

Сравнительные кривые роста были получены с вирусами, полученными с использованием rPIC
wt

 и 

r3PIC-GFP
art

 (фиг. 2). Супернатант от трансфекции С и D из раздела 5.2.2 собирали и пассировали парал-

лельно на клетках BHK-21 (множественность заражения=0,01, фиг. 2). Для обоих вирусов максимальная 

инфективность была достигнута через 48 ч, но для r3PIC-GFP
art 

она была значительно ниже, чем для 

rPIC
wt

. Это указывало на то, что r3PIC-GFP
art

 с трехсегментным геномом был аттенуированным по срав-

нению с родительским вирусом дикого типа с двухсегментным геномом. 

5.2.4. Рекомбинантный r3PIC, экспрессирующий sP1AGM, индуцирует быстрый, сильный и поли-

функциональный Р1А-специфический CD8+ Т-клеточный ответ. 

Для проверки полезности технологии доставки векторов r3PIC
art

 с целью вакцинации, авторы на-

стоящего изобретения сконструировали векторную вакцину r3PIC-sP1AGM
art

 (фиг. 1D) с организацией 

генома, аналогичной r3PIC-GFP
art

 (фиг. 1С). Авторы настоящего изобретения создали вирус, экспресси-

рующий sP1AGM (r3PIC-sP1AGM
art

), с помощью процедур, аналогичных описанным выше для r3PIC-

GFP
art

, но используя плазмиды pol-I-PIC-NP-sP1AGM и pol-I-PIC-GP-sP1AGM вместо pol-I-PIC-NP-GFP и 

pol-I-PIC-GP-GFP, соответственно. Авторы настоящего изобретения иммунизировали мышей BALB/c 

внутривенно 10е5 фокусообразующих единиц (ФОЕ) r3PIC-sP1AGM
art

, и через восемь дней измеряли 

CD8+ Т-клеточные ответы против иммунодоминантного Р1А-происходящегоо H-2Ld-рестрицированного 

эпитопа LPYLGWLVF (Аа35-43) с помощью проточной цитометрии с использованием тетрамеров МНС 

класса I. Мыши, иммунизированные r3PIC-sP1AGM
art

, демонстрировали очень значительные популяции 

Р1А35-43-специфических CD8 Т-клеток в периферической крови, которые отсутствовали в крови неим-

мунизированных мышей (фиг. 5А и 5В). Эти наблюдения показали, что вирусные векторы на основе 

r3PIC
art

 являются в высокой степени иммуногенными, что делает их перспективными средствами для 

иммунотерапии и вакцинации. 

5.2.5. При тестировании в раннем пассаже после спасения из кДНК как рекомбинантный вирус с 

трехсегментным геномом, предназначенный для экспрессии генов гликопротеина и нуклеопротеина в их 

соответствующем природном положении, так и рекомбинантный вирус с трехсегментным геномом, ис-

кусственно сконструированный для экспрессии его гликопротеина под контролем промотора 3' его не-

транслируемой области (UTR), вырастают до более низких титров, чем вирус Пичинде дикого типа. 

Авторы настоящего изобретения сконструировали вирус Пичинде с трехсегментным геномом, ко-

торый экспрессировал свои гены гликопротеина (GP) и нуклеопротеина (NP) под контролем промоторов 

5' и 3'-UTR, соответственно, т.е. в их соответствующем "природном" положении в контексте искусствен-

но дублированных S-сегментов, состоящих из S-GP/GFP
nat

 (SEQ ID NO:15) и S-NP/GFP (также известно-

го как PIC-NP-GFP, SEQ ID NO:11) (фиг. 6). Этот вирус r3PIC-GFP
nat

 был создан с помощью процедур, 

аналогичных описанным выше для вируса с трехсегментным геномом r3PIC-GFP
art

. r3PIC-GFP
nat

 экс-

прессировал GFP, как схематично показано на фиг. 6. При выращивании в клетках BHK-21 в культуре 

(множественность заражения=0,01, со сбором через 48 ч) r3PIC-GFP
nat

 достигал существенно более низ-

ких титров, чем rPIC
wt

, титров, которые были так же низки, как и в случае r3PIC-GFP
art

 (фиг. 7, символы 

показывают титры из отдельных параллельных ячеек клеточной культуры, "усы" обозначают среднее 

значение +/- SD (стандартное отклонение)). Это указывало на то, что r3PIC-GFP
nat

 с трехсегментным ге-

номом был аттенуированным по сравнению с родительским вирусом дикого типа с двухсегментным ге-

номом. 

5.2.6. Во время персистирующей инфекции у иммунодефицитных мышей рекомбинантные вирусы с 

трехсегментным геномом с искусственной организацией генома (r3PIC-GFP
art

) сохраняют экспрессию 

трансгена GFP и остаются в неизменно более низких титрах вирусов в крови, чем вирус Пичинде дикого 

типа (rPIC
wt

), тогда как вирус с трехсегментным геномом, разработанный для экспрессии своих генов 

гликопротеина и нуклеопротеина в их соответствующем природном положении (r3PIC-GFP
nat

), в конеч-

ном итоге утрачивает экспрессию GFP и достигает концентрации вируса в крови, эквивалентной таковой 

у животных, инфицированных rPIC
wt

. 

Авторы настоящего изобретения инфицировали мышей, трижды дефектных по интерфероновым 

рецепторам типа I и типа II, а также RAG1 (мышей AGR, Grob et al, 1999, Role of the individual interferon 

systems and specific immunity in mice in controlling systemic dissemination of attenuated pseudorabies virus 

infection. J Virol, 4748-54), с использованием 10е5 фокусообразующих единиц (ФОЕ) одного из вирусов 

r3PIC-GFP
art

, r3PIC-GFP
nat

 или rPIC
wt

 внутривенно (iv) в день 0. Авторы настоящего изобретения в день 7, 

14, 21, 28, 35, 42, 56, 77, 98, 120 и 147 определяли инфективность вируса с помощью анализа ФОЕ. В 

этих анализах авторы настоящего изобретения обнаружили либо нуклеопротеин вируса Пичинде (ФОЕ с 

экспрессией NP, фиг. 8), или вирусные трансгены GFP в r3PIC-GFP
nat

 и r3PIC-GFP
art

 (ФОЕ с экспрессией 

GFP, фиг. 9). Исходя из этих значений, авторы настоящего изобретения рассчитали для каждого живот-
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ного и момента времени отношение ФОЕ с экспрессией NP: ФОЕ с экспрессией GFP, фиг. 10). 

В течение первых 21 дней после инфицирования общая инфективность r3PIC-GFP
nat

 и r3PIC-GFP
art

 

(как определено с помощью анализа ФОЕ с экспрессией NP) сохранялась на схожих уровнях в крови 

мышей AGR и была приблизительно в десять раз ниже, чем у rPIC
wt

-инфицированных контролей (фиг. 

8). Однако с дня 28 инфективность r3PIC-GFP
nat

, определяемая с помощью анализа ФОЕ с экспрессией 

NP, достигла уровней, которые были неотличимы от rPIC
wt

. Напротив, титры r3PIC-GFP
art

, определенные 

с помощью ФОЕ с экспрессией NP, оставались приблизительно в 10 раз ниже, чем в случае rPIC
wt

 на 

протяжении всего 147-дневного периода наблюдения (фиг. 8). 

Помимо обнаружения вирусного структурного белка NP для определения общей вирусной инфек-

тивности (фиг. 8), авторы настоящего изобретения также выполнили анализы ФОЕ для оценки инфек-

тивности с экспрессией GFP, с экспрессией трансгена в крови инфицированных r3PIC-GFP
nat

- и r3PIC-

GFP
art

-инфицированных мышей AGR (ФОЕ с экспрессией GFP, фиг. 9). В отличие от титров в ФОЕ с 

экспрессией NP (фиг. 8), титры в ФОЕ с экспрессией GFP у инфицированных r3PIC-GFP
nat

 мышей AGR 

снижались со дня 28 и не определялись с дня 120 (фиг. 9). Это контрастировало с постоянными в значи-

тельной степени титрами в ФОЕ с экспрессией GFP в крови инфицированных r3PIC-GFP
art

 мышей (фиг. 

9). Рассчитав отношение "ФОЕ с экспрессией NP: ФОЕ с экспрессией GFP" (фиг. 10), авторы настоящего 

изобретения определили, что у мышей, инфицированных r3PIC-GFP
art

, практически все ФОЕ с экспрес-

сией NP (вся инфективность) также экспрессировали трансген GFP. Это подтверждается отношением 

"ФОЕ с экспрессией NP: ФОЕ с экспрессией GFP" в пределах 1 на протяжении всего 147-дневного пе-

риода наблюдения (фиг. 10). Резко контрастируя, отношения "ФОЕ с экспрессией NP: ФОЕ с экспресси-

ей GFP" в крови инфицированных r3PIC-GFP
nat

 мышей также начинались с приблизительно 1, но дости-

гали сотен и выше с дня 28 (фиг. 10). Это указывает на то, что в популяции вирионов, циркулирующих в 

крови мышей, инфицированных r3PIC-GFP
nat

, в день 28 и после этого только приблизительно один из ста 

или менее все еще экспрессировал трансген GFP, и что инфективность с экспрессией GFP в конечном 

итоге снижалась до уровня ниже детектируемого уровня. Следовательно, r3PIC-GFP
art

 сохранял экспрес-

сию трансгена GFP в течение 147 дней персистирующей инфекции у мышей AGR. 

5.2.7. Вирусы, выделенные из сыворотки инфицированных r3PIC-GFP
art

 мышей, оставались атте-

нуированными по сравнению с вирусами от инфицированными r3PIC-GFP
nat

 животных, которые дости-

гали титров, схожих с таковыми вируса, выделенного из инфицированных r3PIC
wt

 животных. 

Для оценки характеристик роста вирусов, циркулирующих в сыворотке мышей AGR с персисти-

рующей инфекцией, авторы настоящего изобретения пассировали зараженную вирусом сыворотку, соб-

ранную в день 147 после инфицирования, на клетках BHK-21 и определяли инфективность вирусов с 

помощью анализов ФОЕ с экспрессией NP через 48 ч. Вирусы, выращенные из сыворотки мышей, инфи-

цированных r3PIC-GFP
nat

, достигли титров IFF, схожих или выше, чем у инфицированных вирусом rPIC
wt

 

животных (фиг. 11, символы показывают титры отдельных вирусов, происходящих из сыворотки мыши, 

"усы" обозначают среднее значение +/- SD). И наоборот, вирусные титры, полученные после прохожде-

ния сыворотки от r3PIC-GFP
art

-инфицированных мышей, были существенно ниже, чем в любой из выше-

упомянутых групп (фиг. 11). 

Из этих вирусов, которые были пассированы в течение 48 ч, авторы настоящего изобретения вы-

брали случайным образом четыре из каждой группы для дальнейшего анализа роста клеточной культу-

ры. В отличие от эксперимента, показанного на фиг. 11 (прямого пассажа инфективности из сыворотки), 

этот эксперимент (фиг. 12) был приведен к инфективности на входе и тем самым исключал дифференци-

альные количества инфективности на входе в качестве потенциального фактора, искажающего результа-

ты при оценке титров вируса, достигнутых в культуре. Соответственно, клетки BHK-21 были инфициро-

ваны со стандартизированной множественностью заражения=0,01, и титры вируса определялись через 48 

ч (фиг. 12, символы показывают титры отдельных вирусов, полученных из сыворотки мыши, "усы" обо-

значают среднее значение +/- SD). Аналогично различиям в титрах, обнаруженным после прямого ex 

vivo пассажа из сыворотки, вирусы, происходящие из r3PIC-GFP
nat

, достигали титров, которые были по 

меньшей мере равны таковым вирусов, происходящих из rPIC
wt

. И наоборот, титры, достигаемые виру-

сами, происходящими из in vivo пассируемого r3PIC-GFP
art

, были значительно ниже, чем титры выше-

упомянутых двух групп. 

Было высказано предположение, что вирус, выделенный из сыворотки инфицированных r3PIC-

GFP
nat

 животных, уже не был аттенуированным, в то время как вирус, циркулирующий в крови инфици-

рованных r3PIC-GFP
art

 мышей, был все еще явно аттенуированным по сравнению с вирусами, происхо-

дящими от rPIC
wt

. Следовательно, как судили по более низкой r3PIC-GFP
art

-виресии, чем rPIC
wt

-виремия 

на протяжении всего эксперимента у мышей AGR (смотрите раздел 5.2.6), а также по более низким тит-

рам r3PIC-GFP
art

, чем титр rPIC
wt

 при реамплификации из крови в клеточной культуре, r3PIC-GFP
art

 оста-

вался аттенуированным на протяжении всего 147-дневного периода in vivo репликации у мышей. 

5.2.8. В отличие от r3PIC-GFP
nat

, рекомбинантный вирус с трехсегментным геномом с искусствен-

ной организацией генома (r3PIC-GFP
art

) не демонстрировал рекомбинацию своих двух S-сегментов и со-

хранял свои трансгены. 

Авторы настоящего изобретения хотели определить, могут ли в ходе персистирующей инфекции у 
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мышей AGR в r3PIC-GFP
nat

 два его S-сегмента рекомбинироваться с воссоединением генов NP и GP в 

одном сегменте РНК, тем самым с элиминируя трансгены GFP. Для проверки этой вероятности, авторы 

настоящего изобретения экстрагировали вирусную РНК из образцов сыворотки, собранных у каждого 

животного в день 147 после инфицирования вирусом. Авторы настоящего изобретения выполнили ОТ-

ПЦР с использованием праймеров, которые были разработаны для связывания с NP и GP вируса Пичин-

де, соответственно, и которые охватывали межгенную область ("IGR") S-сегмента вируса Пичинде, так 

что они, как прогнозировалось, давали ПЦР-ампликон из 357 п.о. на геномной матрице rPIC
wt

. Такие ам-

пликоны были действительно получены при использовании вирусной РНК от животных, инфицирован-

ных либо rPIC
wt

, либо r3PIC-GFP
nat

, но не при использовании вирусной РНК из крови инфицированных 

r3PIC-GFP
art

 мышей (фиг. 13, каждая полоса представляет собой продукт ОТ-ПЦР от одной отдельной 

мыши в эксперименте, показанном на фиг. 8-10). 

Вместе взятые, эти данные показали, что в ходе персистирующей инфекции у мышей AGR в r3PIC-

GFP
nat

 два его S-сегмента (S-GP/GFP
nat

, S-NP/GFP) рекомбинировались с воссоединением кодирующих 

NP и GP открытых рамок считывания в одном сегменте РНК. Таким образом, он утрачивал экспрессию 

трансгенов GFP и увеличивал свою способность к росту до таковой у rPIC
wt

, и у мышей, что очевидно из 

уровней виремии, и в клеточной культуре, что видно из сбора из крови и повторного размножения в кле-

точной культуре. Напротив, в r3PIC-GFP
art

 два его S-сегмента не рекомбинировались, что было очевидно 

из-за отсутствия ампликона ОТ-ПЦР, охватывающего гены NP и GP. 

6. Эквиваленты 

Вирусы, нуклеиновые кислоты, способы, клетки-хозяева и композиции, описанные здесь, не долж-

ны ограничиваться в объеме конкретными вариантами осуществления, описанными здесь. Действитель-

но, различные модификации вирусов, нуклеиновых кислот, способов, клеток-хозяев и композиций в до-

полнение к тем, которые описаны, станут очевидными для специалистов в данной области техники из 

предшествующего описания и сопровождающих фигур. Такие модификации, как предполагается, нахо-

дятся в пределах объема прилагаемой формулы изобретения. 

Здесь приводятся различные публикации, патенты и заявки на патенты, раскрытие которых вклю-

чено посредством ссылки во всей их полноте. 

Здесь приводятся различные публикации, патенты и заявки на патенты, раскрытие которых вклю-

чено посредством ссылки во всей их полноте. 
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7. Список последовательностей 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом, содержащая один L-сегмент и два S-

сегмента, где 

первый S-сегмент содержит открытую рамку считывания ("ORF"), кодирующую гликопротеин (GP) 

вируса Пичинде, в положении под контролем геномной 3'-нетранслируемой области ("UTR") вируса Пи-

чинде и ORF, кодирующую первый представляющий интерес ген, в положении под контролем геномной 

5'-UTR вируса Пичинде, и 

второй S-сегмент содержит ORF, кодирующую нуклеопротеин ("NP") вируса Пичинде, в положе-

нии под контролем геномной 3'-UTR вируса Пичинде и ORF, кодирующую второй представляющий ин-

терес ген, в положении под контролем геномной 5'-UTR вируса Пичинде, и L-сегмент содержит ORF, 

кодирующую РНК-зависимую РНК-полимеразу ("L-белок"), в положении под контролем геномной 3'-

UTR вируса Пичинде и ORF, кодирующую матриксный белок Z ("белок Z"), в положении под контролем 

геномной 5'-UTR вируса Пичинде. 

2. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по п.1, причем размножение частицы вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом не приводит к образованию компетентной по репликации вирусной 

частицы с двухсегментным геномом после 70 дней персистирующей инфекции у мышей, у которых от-

сутствует интерфероновый рецептор типа I, интерфероновый рецептор типа II и активирующий реком-

бинацию ген 1 (RAG1), и которые были инфицированы 10
4
 БОЕ частиц вируса Пичинде с трехсегмент-

ным геномом, где необязательно указанная межсегментная рекомбинация двух S-сегментов, объеди-

няющая две ORF вируса Пичинде только в одном, а не в двух отдельных сегментах, отменяет вирусную 

промоторную активность. 

3. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по п.1, где межсегментная рекомбинация 

двух S-сегментов, объединяющая две ORF вируса Пичинде только в одном, а не в двух отдельных сег-

ментах, отменяет вирусную промоторную активность. 

4. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-3, где геномная 3'-UTR 

вируса Пичинде представляет собой 3'-UTR S-сегмента вируса Пичинде или L-сегмента вируса Пичинде, 

и где геномная 5'-UTR вируса Пичинде представляет собой 5'-UTR S-сегмента вируса Пичинде или L-

сегмента вируса Пичинде. 

5. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-4, где первый и/или вто-

рой представляющий интерес ген кодирует антиген, происходящий из инфекционного организма, опухо-

ли или аллергена. 

6. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по п.5, где антиген выбирают из антигенов 

вируса иммунодефицита человека, антигенов вируса гепатита С, антигенов вируса ветряной оспы, анти-

генов цитомегаловируса, антигенов Mycobacterium tuberculosis, антигенов папилломавируса человека, 

ассоциированных с опухолью антигенов и опухолеспецифических антигенов, таких как опухолевые не-

оантигены и опухолевые неоэпитопы. 

7. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-4, где первый и/или вто-

рой представляющий интерес ген кодирует флуоресцентный белок. 

8. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-7, где частица вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом является инфекционной и компетентной по репликации. 

9. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-8, где частица вируса 
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Пичинде с трехсегментным геномом является аттенуированной. 

10. Частица вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-9, где частица вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом получена из изолята Р18 штамма Munchique CoAn4763, или штамма 

Р2. 

11. кДНК или совокупность кДНК, кодирующих геномный сегмент или сегменты частицы вируса 

Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-10. 

12. Вектор для экспрессии ДНК или совокупность векторов для экспрессии ДНК, содержащие 

кДНК или совокупность кДНК по п.11. 

13. Клетка-хозяин, содержащая частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из 

пп.1-10, кДНК или совокупность кДНК по п.11 или вектор для экспрессии ДНК или набор векторов для 

экспрессии ДНК по п.12. 

14. Способ образования частицы вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-10, 

который включает: 

(i) трансфекцию в клетку-хозяина одной или более кДНК для одного L-сегмента и двух S-

сегментов; 

(ii) поддержание клетки-хозяина в условиях, подходящих для образования вируса; и 

(iii) сбор частиц вируса Пичинде. 

15. Способ по п.14, где транскрипция одного L-сегмента и двух S-сегментов осуществляется с ис-

пользованием двунаправленного промотора. 

16. Способ по п.14 или 15, где способ дополнительно включает трансфекцию в клетку-хозяина од-

ной или более нуклеиновых кислот, кодирующих полимеразу вируса Пичинде, необязательно, где поли-

мераза вируса Пичинде представляет собой L-белок. 

17. Способ по любому из пп.14-16, где способ дополнительно содержит трансфекцию в клетку-

хозяина одной или более нуклеиновых кислот, кодирующих NP. 

18. Способ по п.14, где транскрипция каждого из одного L-сегмента и двух S-сегментов осуществ-

ляется под контролем промотора, выбранного из группы, состоящей из: 

(i) промотора для РНК-полимеразы I; 

(ii) промотора для РНК-полимеразы II; и 

(iii) промотора Т7. 

19. Вакцина, содержащая частицу вируса Пичинде с трехсегментным геномом по любому из пп.1-

10 и фармацевтически приемлемый носитель. 

20. Фармацевтическая композиция, содержащая частицу вируса Пичинде с трехсегментным гено-

мом по любому из пп.1-10 и фармацевтически приемлемый носитель. 
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