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Перекрестная ссылка на родственные заявки 

По этой заявке испрашивается приоритет по более ранним датам подачи временных предваритель-

ных заявок на выдачу патента США 61/334568, поданной 13 мая 2010 г., и 61/219964, поданной 24 июня 

2009 г., описания которых включены в настоящую публикацию в виде ссылки. 

Уведомление об авторском праве согласно 37 C.F.R. § 1.71 (Е) 

Часть описания патентного документа содержит материал, который подлежит охране авторского 

права. Обладатель авторского права не возражает против факсимильного воспроизведения патентного 

документа или описания патента кем-либо, поскольку эти документы фигурируют в файлах или регист-

рах бюро по регистрации патентов и товарных знаков, однако во всех без исключения остальных отно-

шениях все авторские права сохраняются. 

Уровень техники 

Настоящее изобретение относится к области иммунологии. Более конкретно настоящее изобретение 

относится к композициям и способам индукции иммунного ответа, специфичного для респираторно-

синцитиального вируса (РСВ). 

Респираторно-синцитиальный вирус человека (РСВ) во всем мире является наиболее распростра-

ненной причиной инфекций нижних дыхательных путей (LRI) у маленьких детей в возрасте менее 6 ме-

сяцев и недоношенных детей, рожденных на сроке меньше или равном 35 неделям беременности. Спектр 

РСВ-заболеваний включает широкий ряд респираторных симптомов от ринита и отита до пневмонии и 

бронхиолита, при этом последние два заболевания ассоциированы с высокой заболеваемостью и смерт-

ностью. Человек является единственным известным источником РСВ. Распространение вируса из инфи-

цированного носового секрета происходит через крупные выдыхаемые капельки, так что для передачи 

требуется близкий контакт с инфицированным человеком или загрязненной поверхностью. РСВ может 

персистировать в течение нескольких часов на игрушках или других предметах, что объясняет высокую 

частоту нозокомиальных РСВ-инфекций, особенно в педиатрических отделениях. 

Ежегодные показатели инфекции по всему миру и смертности в случае РСВ оценивают на уровне 

64 млн и 160000 соответственно. Только в США, судя по оценкам, РСВ ответственен за 18000-75000 

случаев госпитализации и 90-1900 смертей ежегодно. Убедительно подтверждено документальными до-

казательствами, что в умеренном климате РСВ является причиной эпидемий острых LRI в ранний зим-

ний период, включая бронхиолит и пневмонию. В США почти все дети по достижении двухлетнего воз-

раста инфицированы РСВ. Коэффициент заболеваемости РСВ-ассоциированными LRI у здоровых в дру-

гих отношения детей, как было рассчитано, составляет 37 на 1000 детей в год в первые два года жизни 

(45 на 1000 детей в год у детей в возрасте менее 6 месяцев), и риск госпитализации составляет 6 на 1000 

детей в год (на 1000 детей в год в первые шесть месяцев жизни). Частота выше у детей с заболеванием 

сердца и легких и у недоношенных детей, которые составляют почти половину пациентов, поступающих 

в лечебные заведения в связи с РСВ в США. Среди детей, которые перенесли более тяжелое LRI, вы-

званное РСВ, впоследствии наблюдают повышенную частоту заболевания детской астмы. Такие иссле-

дования свидетельствуют о повсеместной необходимости в РСВ-вакцинах, а также их применении в 

промышленно развитых странах, где затраты на уход за пациентами с тяжелыми LRI и их осложнениями 

являются значительными. РСВ также все больше и больше признают в качестве важной причины заболе-

ваемости гриппоподобными заболеваний у пожилых людей. 

Были предприняты различные подходы при попытках получить безопасную и эффективную РСВ-

вакцину, чтобы вызвать продолжительные и защитные иммунные ответы в популяциях здоровых людей 

и подвергаемых риску популяциях. Однако ни один из оцениваемых до настоящего времени кандидатов 

не зарекомендовал себя в качестве безопасной и эффективной вакцины для целей профилактики РСВ-

инфекции и/или ослабления или профилактики РСВ-заболевания, включая инфекции нижних дыхатель-

ных путей (LRI). 

Сущность изобретения 

Настоящее изобретение относится к рекомбинантным антигенам респираторно-синцитиального ви-

руса (РСВ). Более конкретно, настоящее описание относится к антигенам, включая рекомбинантный F-

белок, который был модифицирован для стабилизации тримерной конформации, которую белок имеет 

перед слиянием. Описанные рекомбинантные антигены проявляют превосходную иммуногенность и 

особенно предпочтительно применимы в качестве компонентов иммуногенных композиций (например, 

вакцин) для защиты от РСВ-инфекции и/или заболевания. Также описаны нуклеиновые кислоты, кото-

рые кодируют рекомбинантные антигены, иммуногенные композиции, содержащие антигены, и способ 

получения и применения антигенов. 

Краткое описание чертежей 

Фиг. 1А является схематичной иллюстрацией отличительных структурных признаков F-белка РСВ. 

Фиг. 1В является схематичной иллюстрацией примеров антигенов F РСВ перед слиянием (PreF); 

на фиг. 2 показан линейчатый график, иллюстрирующий типичные результаты анализа PreF про-

точным фракционированием в асимметричном поле (AFF-MALS); 

на фиг. 3 представлена столбчатая диаграмма, показывающая ингибирование PreF-антигеном спо-

собности сыворотки человека к нейтрализации; 
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на фиг. 4А и В представлена столбчатая диаграмма, показывающая титры IgG в сыворотке, вызван-

ные у мышей в ответ на антиген PreF; 

на фиг. 5А и В представлена столбчатая диаграмма, иллюстрирующая титры нейтрализующих ан-

тител, специфичных для РСВ, вызванных антигеном PreF; 

на фиг. 6А и В представлены графики, показывающие защиту против заражения, обеспечиваемую 

антигеном PreF РСВ у мышей; 

фиг. 7 представляет собой график оценки лейкоцитов BAL после иммунизации и заражения; 

на фиг. 8 представлена столбчатая диаграмма, иллюстрирующая IgG в сыворотке, полученный по-

сле иммунизации PreF, приготовленным с разными разведениями эмульсии типа масло-в-воде (AS03); 

на фиг. 9 представлена столбчатая диаграмма, иллюстрирующая титры нейтрализующих антител 

после иммунизации PreF, приготовленным с разведениями эмульсии типа масло-в-воде (AS03); 

фиг. 10 представляет собой график, иллюстрирующий защиту от заражения после иммунизации 

PreF, приготовленным с разведениями эмульсии типа масло-в-воде (AS03). 

Подробное описание 

Введение. 

Разработка вакцин для профилактики РСВ-инфекции была осложнена тем фактом, что иммунные 

ответы хозяина, по-видимому, играют роль в патогенезе заболевания. Ранние исследования 1960-х годов 

показали, что дети, которым вводили вакцину на основе инактивированного формалином РСВ, страдали 

от более тяжелого заболевания при последующем воздействии вируса, по сравнению с невакцинирован-

ными контрольными лицами. Такие ранние испытания привели к госпитализации 80% вакцинированных 

пациентов и двум смертельным исходам. Повышенная тяжесть заболевания была воспроизведена в жи-

вотных моделях и, как полагают, является результатом неадекватных уровней нейтрализующих антител 

в сыворотке, отсутствия местного иммунитета и чрезмерной индукции иммунного ответа, подобного 

ответу Т-клеток-хелперов типа 2 (Th2) с легочной эозинофилией и повышенной продукцией цитокинов 

IL-4 и IL-5. Напротив, успешная вакцина, которая защищает от РСВ-инфекции, индуцирует иммунный 

ответ, смещенный в сторону Th1, характеризуемый продукцией IL-2 и γ-интерферона (IFN). 

Настоящее изобретение относится к рекомбинантным антигенам респираторно-синцитиального ви-

руса (РСВ), которые решают проблемы, имеющие место в случае антигенов РСВ, ранее используемых в 

вакцинах, и улучшают иммунологические свойства антигена, а также свойства, важные при производстве 

антигена. Рекомбинантные антигены РСВ, описанные в настоящей публикации, включают аналог белка 

слияния (F), который включает растворимый полипептид F-белка, который был модифицирован так, 

чтобы стабилизировать имеющуюся перед слиянием конформацию F-белка, то есть конформацию зрело-

го собранного F-белка перед слиянием с мембраной клетки хозяина. Такие аналоги F-белка обозначены 

"PreF" или "PreF-антигены" в целях ясности и простоты. PreF-антигены, описанные в настоящей публи-

кации, предложены на основании неожиданного открытия того, что растворимые аналоги F-белка, кото-

рые были модифицированы так, чтобы они включали в себя гетерологичный домен тримеризации, про-

являют повышенные иммуногенные свойства, являются безопасными и обеспечивают высокую степень 

защиты при введении пациенту in vivo. 

Подробное описание структуры F-белка РСВ представлено в настоящей публикации с использова-

нием терминологии и обозначений, широко принятых в данной области, и схематично проиллюстриро-

вано на фиг. 1А. Схематичная иллюстрация примеров PreF-антигенов представлена на фиг. 1В. Специа-

листам в данной области будет понятно, что любой F-белок РСВ может быть модифицирован, чтобы 

стабилизировать имеющуюся до слияния конформацию согласно инструкциям, приведенным в настоя-

щем описании. Поэтому, чтобы облегчить понимание принципов, на которых основано получение PreF-

антигенов, отдельные структурные компоненты будут указаны со ссылкой на пример F-белка, полинук-

леотидная и аминокислотная последовательности которого представлены в SEQ ID NO:1 и 2 соответст-

венно. Подобным образом, в применимых случаях антигены G-белка описаны со ссылкой на пример G-

белка, полинуклеотидная и аминокислотная последовательности которого представлен в SEQ ID NO:3 и 

4 соответственно. 

На основании первичной аминокислотной последовательности полипептида F-белка (фиг. 1А) ис-

пользовали следующие термины для описания структурных признаков PreF-антигенов. 

Термин F0 относится к полноразмерному транслированному предшественнику F-белка. Полипептид 

F0 может быть подразделен на домен F2 и домен F1, которые разделены промежуточным пептидом, на-

зываемым рер27. Во время созревания полипептид F0 подвергается протеолитическому расщеплению в 

двух сайтах фурина, расположенных между F2 и F1 и фланкирующих рер27. В целях последующего об-

суждения домен F2 включает по меньшей мере часть, и вплоть до всех аминокислот 1-109, и растворимая 

часть домена F1 включает по меньшей мере часть, и вплоть до всех аминокислот 137-526 F-белка. Как 

указано выше, такие положения аминокислот (и все последующие положения аминокислот, названные в 

настоящем описании) приведены на основании иллюстративного полипептида F-белка (F0) с последова-

тельностью SEQ ID NO:2. 

Антиген F перед слиянием (или "PreF") является растворимым (то есть не связанным с мембраной) 

аналогом F-белка, который содержит по меньшей мере одну модификацию, которая стабилизирует име-
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ющуюся до слияния конформацию F-белка, так что антиген РСВ сохраняет по меньшей мере один имму-

нодоминантный эпитоп конформации F-белка, которую он имеет до слияния. Растворимый полипептид 

F-белка включает домен F2 и домен F1 F-белка РСВ (но не содержит трансмембранного домена F-белка 

РСВ). В иллюстративных вариантах домен F2 содержит аминокислоты 26-105, а домен F1 содержит ами-

нокислоты 137-516 F-белка. Однако можно использовать меньшие по размеру части при условии, что 

трехмерная конформация стабилизированного антигена PreF сохраняется. Подобным образом, полипеп-

тиды, которые содержат дополнительные структурные компоненты (например, полипептиды слияния), 

также можно использовать вместо приведенных в качестве примера доменов F2 и F1 при условии, что 

дополнительные компоненты не нарушают трехмерную конформацию или не оказывают иного неблаго-

приятного влияния на стабильность, продукцию или процессинг, или не снижают иммуногенность анти-

гена. Домены F2 и F1 расположены в ориентации от N-конца к С-концу, чтобы воспроизвести фолдинг и 

сборку аналога F-белка в зрелую конформацию, характерную для белка перед слиянием. Чтобы повысить 

продукцию, домену F2 может предшествовать сигнальный пептид секреции так, чтобы выбранный на-

тивный сигнальный пептид F-белка или гетерологичный сигнальный пептид усиливал продукцию и сек-

рецию в клетках-хозяевах, в которых необходимо экспрессировать рекомбинантный антиген PreF. 

Антигены PreF стабилизируют (в тримерной конформации перед слиянием) введением одной или 

нескольких модификаций, таких как добавление, делеция или замена одной или нескольких аминокис-

лот. Одной из таких стабилизирующих модификаций является добавление аминокислотной последова-

тельности, содержащей гетерологичный стабилизирующий домен. В иллюстративных вариантах гетеро-

логичный стабилизирующий домен представляет собой домен мультимеризации белка. Одним особенно 

предпочтительным примером такого домена мультимеризации белка является домен изолейциновой 

молнии, который стимулирует тримеризацию нескольких полипептидов, имеющих такой домен. Пример 

домена изолейциновой молнии показан в SEQ ID NO:11. Обычно гетерологичный стабилизирующий 

домен расположен на С-конце от домена F1. 

Необязательно домен мультимеризации связан с доменом F1 через короткую аминокислотную лин-

керную последовательность, такую как последовательность GG. Линкером также может быть более 

длинный линкер (например, включающий последовательность GG, такой как аминокислотная последо-

вательность: GGSGGSGGS; SEQ ID NO:14). В данной области известны многочисленные конформаци-

онно нейтральные линкеры, которые могут быть использованы в данном контексте без нарушения кон-

формации антигена PreF. 

Другой стабилизирующей модификацией является исключение сайта узнавания и расщепления фу-

рином, который расположен между доменами F2 и F1 в нативном белке F0. Один или оба сайта узнава-

ния фурином, расположенные в положениях 105-109 и в положениях 133-136, могут быть исключены 

делетированием или заменой одной или нескольких аминокислот сайтов узнавания фурином так, чтобы 

протеаза была неспособна расщеплять полипептид PreF на составляющие его домены. Необязательно 

промежуточный пептид рер27 также может быть удален или заменен, например, линкерным пептидом. 

Дополнительно или необязательно нефуриновый сайт расщепления (например, сайт металлопротеиназы 

в положениях 112-113) вблизи пептида слияния может быть удален или заменен. 

Другим примером стабилизирующей мутации является добавление или замена гидрофильной ами-

нокислотой в гидрофобном домене F-белка. Обычно заряженная аминокислота, такая как лизин, может 

быть добавлена или введена в виде замены нейтрального остатка, такого как лейцин, в гидрофобную об-

ласть. Например, гидрофильная аминокислота может быть добавлена или может заменять гидрофобную 

или нейтральную аминокислоту в суперспирализованном домене HRB внеклеточного домена F-белка. В 

качестве примера заряженный остаток аминокислоты, такой как лизин, может заменять лейцин, присут-

ствующий в положении 512 F-белка. Альтернативно или дополнительно, гидрофильная аминокислота 

может быть добавлена или может заменять гидрофобную или нейтральную аминокислоту в домене HRA 

F-белка. Например, одна или несколько заряженных аминокислот, таких как лизин, могут быть встроены 

в положение 105-106 или вблизи указанного положения (например, после аминокислоты, соответствую-

щей остатку 105 в эталонной последовательности SEQ ID NO:2, например, между аминокислотами 105 и 

106 антигена PreF). Необязательно гидрофильные аминокислоты могут быть добавлены или введены в 

качестве замены в обоих доменах HRA и HRB. Альтернативно, один или несколько гидрофобных остат-

ков могут быть делетированы при условии, что это не окажет неблагоприятного влияния на общую кон-

формацию антигена PreF. 

Дополнительно или альтернативно, может быть осуществлена одна или несколько модификаций, 

которые изменяют сайт гликозилирования антигена PreF. Например, одна или несколько аминокислот в 

сайте гликозилирования, присутствующих в нативном F-белке РСВ, например, в положении аминокис-

лотного остатка 500 или вокруг него (по сравнению с SEQ ID NO:2) могут быть делетированы или заме-

нены (или аминокислота может быть добавлена так, чтобы нарушить сайт гликозилирования), чтобы 

увеличить или уменьшить статус гликозилирования антигена PreF. Например, аминокислоты, соответст-

вующие положениям 500-502 в последовательности SEQ ID NO:2, могут быть выбраны из NGS, NKS, 

NGT и NKT. Таким образом, в некоторых вариантах антигены PreF включают растворимый полипептид 

F-белка, содержащий домен F2 (например, соответствующим аминокислотам 26-105 в SEQ ID NO:2) и 
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домен F1 (например, соответствующий аминокислотам 137-516 в SEQ ID NO:2) полипептида F-белка 

РСВ, в который была введена по меньшей мере одна модификация, которая изменяет гликозилирование. 

Антиген PreF РСВ обычно содержит интактный пептид слияния между доменом F2 и доменом F1. Не-

обязательно антиген PreF содержит сигнальный пептид. 

Как описано выше, такие полипептиды F-белка могут иметь по меньшей мере одну модификацию, 

выбранную из (i) добавления аминокислотной последовательности, содержащей гетерологичный домен 

тримеризации (такой как домен изолейциновой молнии); (ii) делеции по меньшей мере одного сайта 

расщепления фурином; (iii) делеции по меньшей мере одного нефуринового сайта расщепления; (iv) де-

леции одной или нескольких аминокислот домена рер27 и (v) по меньшей мере одной замены или добав-

ления гидрофильной аминокислоты в гидрофобный домен внеклеточного домена F-белка. Как описано 

выше, такие модифицированные по гликозилированию антигены PreF РСВ собираются в мультимеры, 

например тримеры. 

В иллюстративных вариантах модифицированные по гликозилированию антигены PreF выбраны из 

группы, состоящей из а) полипептида, содержащего или состоящего из последовательности SEQ ID 

NO:22; b) полипептида, кодируемого последовательностью SEQ ID NO:21 или полинуклеотидной после-

довательностью, которая гибридизуется в жестких условиях, по существу, по всей длине с последова-

тельностью SEQ ID NO:21; с) полипептида, имеющего по меньшей мере 95% идентичность последова-

тельности с SEQ ID NO:22. 

Любую и/или все стабилизирующие модификации можно использовать по отдельности и/или в со-

четании с любыми другими стабилизирующими модификациями, описанными в настоящей публикации, 

чтобы получить антиген PreF. В иллюстративных вариантах белок PreF содержит полипептид, вклю-

чающий домен F2 и домен F1 без промежуточного сайта расщепления фурином между доменом F2 и 

доменом F1 и с гетерологичным стабилизирующим доменом (например, доменом тримеризации), распо-

ложенным на С-конце от домена F1. В некоторых вариантах антиген PreF также содержит одно или не-

сколько добавлений и/или замен гидрофильным остатком в гидрофобном домене HRA и/или HRB. Не-

обязательно антиген PreF имеет модификацию по меньшей мере одного нефуринового сайта расщепле-

ния, такого как сайт металлопротеиназы. 

Антиген PreF необязательно содержит дополнительный полипептидный компонент, который вклю-

чает, по меньшей мере, иммуногенную часть G-белка РСВ. То есть в некоторых вариантах антиген PreF 

представляет собой химерный белок, который содержит как F-белковый компонент, так и G-белковый 

компонент. F-белковый компонент может представлять собой любой из антигенов PreF, описанных вы-

ше, а G-белковый компонент выбирают так, чтобы он представлял собой иммунологически активную 

часть G-белка РСВ (вплоть до и/или включая полноразмерный G-белок). В иллюстративных вариантах 

полипептид G-белка содержит аминокислоты 149-229 G-белка (при этом положения аминокислот обо-

значены на основе последовательности G-белка, показанной в SEQ ID NO:4). Специалисту в данной об-

ласти будет понятно, что можно использовать меньшую по размеру часть или фрагмент G-белка при ус-

ловии, что выбранная часть сохраняет доминантные иммунологические свойства более крупного фраг-

мента G-белка. В частности, выбранный фрагмент сохраняет иммунологически доминантный эпитоп 

примерно в области положений аминокислот 184-198 (например, аминокислоты 180-200) и является дос-

таточно длинным, чтобы укладываться и собираться в стабильную конформацию, которая представляет 

иммунодоминантный эпитоп. Также можно использовать более длинные фрагменты, например примерно 

от аминокислоты 128 до примерно аминокислоты 229, вплоть до полноразмерного G-белка, при условии, 

что выбранный фрагмент укладывается в стабильную конформацию в контексте химерного белка и не 

мешает продуцированию, процессингу или стабильности при рекомбинантном получении в клетках-

хозяевах. Необязательно G-белковый компонент связан с F-белковым компонентом через короткую ами-

нокислотную линкерную последовательность, такую как последовательность GG. Линкер также может 

представлять собой более длинный линкер (такой как аминокислотная последовательность 

GGSGGSGGS: SEQ ID NO:14). В данной области известны многочисленные конформационно нейтраль-

ные линкеры, которые можно использовать в данном контексте, не нарушая конформацию антигена 

PreF. 

Необязательно G-белковый компонент может содержать одну или несколько аминокислотных за-

мен, которые уменьшают или предотвращают более тяжелое вирусное заболевание в животной модели 

заболевания, вызванного РСВ. То есть G-белок может иметь аминокислотную замену, так что при введе-

нии иммуногенной композиции, содержащей химерный антиген PreF-G, пациенту, выбранному из при-

емлемой животной модели (например, мышиной модели РСВ), у пациента наблюдались ослабленные 

симптомы или отсутствовали симптомы усиливаемого вакциной вирусного заболевания (например, эо-

зинофилии, нейтрофилии) по сравнению с контрольным животным, получающим вакцину, включая вак-

цину, которая содержит немодифицированный G-белок. Ослабление и/или предотвращение усиливаемо-

го вакциной вирусного заболевания может наблюдаться, когда иммуногенные композиции вводят в от-

сутствие адъюванта (но не наблюдаются, например, когда антигены вводят в присутствии сильного ин-

дуцирующего Th1 адъюванта). Кроме того, аминокислотная замена может ослаблять или предотвращать 

усиливаемое вакциной вирусное заболевание при введении человеку. Примером подходящей аминокис-
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лотной замены является замена аспарагина в положении 191 аланином (Asn → Ala в положении 191: 

N191A). 

Необязательно любой антиген PreF, описанный выше, может содержать дополнительную последо-

вательность, которая помогает при очистке. Одним из примеров является полигистидиновая метка. Такая 

метка при желании может быть удалена из конечного продукта. 

При экспрессии антигены PreF подвергаются внутримолекулярному фолдингу и сборке в зрелый 

белок, который содержит мультимер полипептидов. Предпочтительно полипептиды антигена PreF соби-

раются в тример, который похож на имеющуюся перед слиянием конформацию зрелого процессирован-

ного F-белка. 

Любой из антигенов PreF (включая антигены PreF-G), описанных в настоящей публикации, можно 

предпочтительно использовать в иммуногенных композициях для того, чтобы вызвать защитный иммун-

ный ответ против РСВ. Такие иммуногенные композиции обычно содержат фармацевтически приемле-

мый носитель и/или эксципиент, такой как буфер. Чтобы усилить иммунный ответ, получаемый после 

введения, иммуногенная композиция обычно также содержит адъювант. В случае иммуногенных компо-

зиций, предназначенных для того, чтобы вызвать защитный иммунный ответ против РСВ (например, 

вакцин), композиции предпочтительно содержат адъювант, который преимущественно вызывает Th1-

иммунный ответ (адъювант, смещающий ответ в сторону Thl). Обычно адъювант выбирают так, чтобы 

он подходил для введения целевой популяции, которой необходимо введение композиции. Таким обра-

зом, в зависимости от применения адъювант выбирают так, чтобы он подходил для введения, например, 

новорожденным или пожилым людям. 

Иммуногенные композиции, описанные в настоящей публикации, предпочтительно используют в 

качестве вакцин для уменьшения или предотвращения инфекции РСВ без индуцирования патологиче-

ской реакции (такой как усиливаемое вакциной вирусное заболевание) после введения или воздействия 

РСВ. 

В некоторых вариантах иммуногенная композиция содержит антиген PreF (такой как примерный 

вариант, показанный в SEQ ID NO:6) и второй полипептид, который включает G-белковый компонент. 

G-белковый компонент обычно содержит по меньшей мере аминокислоты 149-229 G-белка. Хотя можно 

использовать меньшие по размеру части G-белка, такие фрагменты должны включать, как минимум, им-

мунологический доминантный эпитоп из аминокислот 184-198. Альтернативно, G-белок может включать 

более крупную часть G-белка, такую как аминокислоты 128-229 или 130-230, необязательно в виде эле-

мента более крупного белка, такого как полноразмерный G-белок или химерный полипептид. 

В других вариантах иммуногенная композиция содержит антиген PreF, который является химерным 

белком, который также содержит G-белковый компонент (такой как примерные варианты, показанные в 

SEQ ID NO:8 и 10). G-белковый компонент такого химерного антигена PreF (или PreF-G) обычно содер-

жит, по меньшей мере, аминокислоты 149-229 G-белка. Как указано выше, также можно использовать 

меньшие или большие по размеру фрагменты (такие как аминокислоты 129-229 или 130-230) G-белка 

при условии, что сохраняются иммунодоминантные эпитопы и не оказывается неблагоприятное влияние 

на конформацию антигена PreF-G. 

Необязательно иммуногенные композиции также могут содержать по меньшей мере один дополни-

тельный антиген патогенного организма, отличный от РСВ. Например, патогенным организмом является 

другой вирус, отличный от РСВ, такой как вирус парагриппа (PIV), кори, гепатита В, вирус полиомиели-

та или вирус гриппа. Альтернативно, патогенным организмом может быть бактерия, такая как дифтерий-

ная, столбнячная бактерия, бактерия, вызывающая коклюш, Haemophilus influenzae и Pneumococcus. 

Рекомбинантные нуклеиновые кислоты, которые кодируют любой из антигенов PreF (включая ан-

тигены PreF-G), также являются отличительны признаком настоящего изобретения. В некоторых вариан-

тах полинуклеотидную последовательность нуклеиновой кислоты, которая кодирует антиген PreF, опти-

мизируют для экспрессии в выбранном хозяине (таком как клетки СНО, другие клетки млекопитающих 

или клетки насекомых). Соответственно векторы, включая экспрессирующие векторы (включая прока-

риотические и эукариотические экспрессирующие векторы), являются отличительным признаком на-

стоящего изобретения. Подобным образом, клетки-хозяева, содержащие такие нуклеиновые кислоты и 

векторы, являются отличительным признаком настоящего изобретения. Такие нуклеиновые кислоты 

также можно применять в контексте иммуногенных композиций для введения пациенту, чтобы вызвать 

иммунный ответ, специфичный для РСВ. 

Антигены PreF предпочтительно применяют для профилактики и/или лечения РСВ-инфекции. Та-

ким образом, другой аспект настоящего изобретения относится к способу, позволяющему вызвать им-

мунный ответ против РСВ. Способ включает введение иммунологически эффективного количества ком-

позиции, содержащей антиген PreF, пациенту (такому как человек или животное). 

Введение иммунологически эффективного количества композиции вызывает иммунный ответ, спе-

цифичный для эпитопов, присутствующих на антигене PreF. Такой иммунный ответ может включать В-

клеточный ответ (например, продукцию нейтрализующих антител) и/или Т-клеточные ответы (например, 

продукцию цитокинов). Предпочтительно иммунный ответ, вызванный антигеном PreF, включает эле-

менты, который специфичны по меньшей мере для одного конформационного эпитопа, присутствующе-
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го на конформации до слияния F-белка РСВ. Антигены PreF и композиции можно вводить пациенту без 

усиления вирусного заболевания после контакта с РСВ. Предпочтительно антигены PreF, описанные в 

настоящей публикации, и соответствующим образом полученные иммуногенные композиции вызывают 

иммунный ответ, смещенный в сторону Th1, который ослабляет или предотвращает инфекцию РСВ 

и/или уменьшает или предотвращает патологический ответ после инфекции РСВ. 

Иммуногенные композиции могут быть введены различными путями, включая такие пути, как ин-

траназальный, который позволяет непосредственно приводить антиген PreF в контакт со слизистой обо-

лочкой верхних дыхательных путей. Альтернативно, можно использовать более традиционные пути вве-

дения, такие как внутримышечный путь введения. 

Таким образом, также предполагается применение любого из описанных антигенов РСВ (или нук-

леиновых кислот) при получении лекарственного средства для лечения РСВ-инфекции (например, про-

филактического лечения или профилактики РСВ-инфекции). Соответственно настоящее изобретение 

относится к описанным рекомбинантным антигенам РСВ или иммуногенным композициям для примене-

ния в медицине, а также к их применению для профилактики или лечения РСВ-ассоциированных заболе-

ваний. 

Дополнительные детали, имеющие отношение к антигенам PreF и способам их применения, приве-

дены в описании и примерах ниже. 

Термины. 

Чтобы облегчить обзор различных вариантов осуществления настоящего изобретения, приведены 

следующие объяснения терминов. Дополнительные термины и пояснения могут быть приведены в кон-

тексте настоящего описания. 

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

имеют такое же значение, которое обычно придает таким терминам специалист в области, к которой на-

стоящее изобретение относится. Определения общих терминов молекулярной биологии можно найти в 

работах Benjamin Lewin, Genes V, опубликованной Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); 

Kendrew с соавт. (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, опубликованной Blackwell Science Ltd., 

1994 (ISBN 0-632-02182-9); и Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehen-

sive Desk Reference, опубликованной VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8). 

Формы единственного числа включают множественные объекты, если контекст ясно не указывает 

иное. Подобным образом подразумевается, что слово включает "и", если контекст ясно не указывает 

иное. Термин "множество" относится к двум или большему количеству. Кроме того, должно быть понят-

но, что все размеры в количестве оснований или размеры в количестве аминокислот и все значения мо-

лекулярных весов или молекулярных масс, приведенные для нуклеиновых кислот или полипептидов, 

являются приблизительными и приведены для описания. Кроме того, подразумевается, что числовые 

ограничения, приведенные по отношению к концентрациям или уровням вещества, такого как антиген, 

являются приблизительными. Таким образом, в том случае, когда указывают концентрацию, составляю-

щую по меньшей мере (например) 200 пг, подразумевают, что следует понимать, что концентрация со-

ставляет, по меньшей мере, приблизительно (или "примерно" или "~") 200 пг. 

Хотя при практическом осуществлении или проверке изобретения можно использовать способы и 

вещества, сходные или эквивалентные способам и веществам, описанным в настоящей публикации, под-

ходящие способы и вещества описаны ниже. Термин "содержит" означает "включает". Таким образом, 

если контекст не требует иное, следует понимать, что слово "содержит" и варианты, такие как "содер-

жат" и "содержащий", будут означать включение указанного соединения или композиции (например, 

нуклеиновой кислоты, полипептида, антигена) или стадии, или группы соединений или стадий, но не 

исключение каких-либо других соединений, композиций, стадий или их групп. Сокращение "e.g." полу-

чено из латинского "exempli gratia" и используется в настоящем описании для указания не ограничиваю-

щего примера. Таким образом, сокращение "e.g." является синонимом термина "например". 

Респираторно-синцитиальный вирус (РСВ) является патогенным вирусом семейства Paramyxoviri-

dae, подсемейства Pneumovirinae, рода Pneumovirus. Геном РСВ представлен минус-смысловой молеку-

лой РНК, которая кодирует 11 белков. Тесная ассоциация РНК-генома с вирусным N-белком образует 

нуклеокапсид, свернутый внутри вирусной оболочки. Описаны две группы штаммов РСВ человека, 

группы А и В, на основе различий в антигенности гликопротеида G. До настоящего времени выделены 

многочисленные штаммы РСВ. Примеры штаммов, указанных с номерами доступа в GenBank и/или 

EMBL, можно найти в публикации WO 2008114149, которая включена в настоящее описание в виде 

ссылки в целях описания последовательностей нуклеиновых кислот и полипептидов F- и G-белков РСВ, 

подходящих для применения в антигенах PreF (включая химерные антигены PreF-G) и в сочетаниях с 

антигенами PreF. Могут быть выделены дополнительные штаммы РСВ, которые относятся к роду РСВ. 

Подобным образом, род РСВ охватывает варианты, возникающие из встречающихся в природе (напри-

мер, ранее или позже идентифицированные штаммов) в результате генетического дрейфа или искусст-

венного синтеза и/или рекомбинации. 

Термин "F-белок" или "белок слияния" или "полипептид F-белка" или "полипептид белка слияния" 

относится к полипептиду или белку, имеющему всю или часть аминокислотной последовательности по-
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липептида белка слияния РСВ. Подобным образом, термин "G-белок" или "полипептид G-белка" отно-

сится к полипептиду или белку, имеющему всю или часть аминокислотной последовательности поли-

пептида белка прикрепления PCB. Многочисленные белки слияния и прикрепления РСВ описаны и из-

вестны специалистам в данной области. В WO 2008114149 описаны примеры вариантов F- и G-белков 

(например, встречающиеся в природе варианты), общедоступных на дату подачи настоящей заявки. 

"Вариант" по отношению к нуклеиновой кислоте или полипептиду (например, нуклеиновой кислоте 

или полипептиду F- или G-белка РСВ или нуклеиновой кислоте или полипептиду PreF) представляет 

собой нуклеиновую кислоту или полипептид, который отличается от эталонной нуклеиновой кислоты 

или полипептида. Обычно различие(ия) между вариантом и эталонной нуклеиновой кислотой или поли-

пептидом представляет собой пропорционально небольшое количество отличий по сравнению с этало-

ном. 

"Домен" полипептида или белка представляет собой структурно определенный элемент в полипеп-

тиде или белке. Например, "доменом тримеризации" является аминокислотная последовательность в по-

липептиде, которая симулирует сборку полипептида в тримеры. Например, домен тримеризации может 

стимулировать сборку в тримеры посредством ассоциаций с другими доменами тримеризации (дополни-

тельными полипептидами с такой же или другой аминокислотной последовательностью). Термин также 

используют по отношению к полинуклеотиду, который кодирует такой пептид или полипептид. 

Термины "нативный" и "встречающийся в природе" относятся к элементу, такому как белок, поли-

пептид или нуклеиновая кислота, который присутствует в таком же состоянии в природе. То есть эле-

мент не был модифицирован искусственно. Будет понятно в контексте настоящего описания, что суще-

ствуют многочисленные нативные/встречающиеся в природе варианты белков или полипептидов РСВ, 

например, полученных из разных встречающихся в природе штаммов или изолятов РСВ. 

Термин "полипептид" относится к полимеру, в котором мономерами являются остатки аминокис-

лот, которые связаны вместе амидными связями. Подразумевается, что термины "полипептид" или "бе-

лок" в используемом в настоящем описании смысле охватывают любую аминокислотную последова-

тельность и включают модифицированные последовательности, такие как гликопротеиды. 

Подразумевается, что термин "полипептид" специально охватывает встречающиеся в природе бел-

ки, а также полученные рекомбинантно или синтетически. Термин "фрагмент" в отношении полипептида 

относится к части (то есть подпоследовательности) полипептида. Термин "иммуногенный фрагмент" от-

носится ко всем фрагментам полипептида, которые сохраняют по меньшей мере один доминантный им-

муногенный эпитоп полноразмерного эталонного белка или полипептида. Ориентация в пределах поли-

пептида обычно указана в направлении от N-конца к С-концу, определяемых по ориентации амино- и 

карбоксильных остатков отдельных аминокислот. Полипептиды транслируются от N- или аминоконца по 

направлению к С- или карбоксильному концу. 

"Сигнальный пептид" представляет собой короткую аминокислотную последовательность (напри-

мер, длиной примерно 18-25 аминокислот), которая направляет вновь синтезированные секреторные или 

мембранные белки в мембраны и через мембраны, например, эндоплазматической сети. Сигнальные пеп-

тиды часто, но не всегда, расположены на N-конце полипептида и часто отщепляются сигнальными пеп-

тидазами после того, как белок пересекает мембрану. Сигнальные последовательности обычно обладают 

тремя общими структурными признаками: N-концевой полярной основной области (n-области), гидро-

фобной центральной части и гиброфильной с-области). 

Термины "полинуклеотид" и "последовательность нуклеиновой кислоты" относятся к полимерной 

форме нуклеотидов длиной по меньшей мере 10 оснований. Нуклеотиды могут представлять собой ри-

бонуклеотиды, дезоксирибонуклеотиды или модифицированные формы любого нуклеотида. Термин 

включает однонитевые и двунитевые формы ДНК. Термин "изолированный полинуклеотид" означает 

полинуклеотид, который не является непосредственно соседствующим с обеими кодирующими последо-

вательностями, с которыми он непосредственно соседствует (одна на 5'-конце и одна на 3'-конце) во 

встречающемся в природе геноме организма, из которого он получен. В одном варианте полинуклеотид 

кодирует полипептид. 5'- и 3'-направление нуклеиновой кислоты определяют, исходя из связи отдельных 

нуклеотидных единиц, и обозначают согласно положениям атомов углерода в кольце сахара дезоксири-

бозы (или рибозы). Информация (закодированная информация) в последовательности полинуклеотида 

считывается в 5'- и 3'-направлении. 

"Рекомбинантной" нуклеиновой кислотой является нуклеиновая кислота, которая имеет последова-

тельность, которая не встречается в природе, или имеет последовательность, которая получена в резуль-

тате искусственного сочетания двух в ином случае разделенных участков последовательности. Такое 

искусственное сочетание можно осуществлять посредством химического синтеза или чаще посредством 

искусственной обработки выделенных участков нуклеиновых кислот, например, способами генетической 

инженерии. "Рекомбинантным" белком является белок, который кодируется гетерологичной (например, 

рекомбинантной) нуклеиновой кислотой, которая была введена в клетку-хозяина, такую как бактериаль-

ная или эукариотическая клетка. Нуклеиновая кислота может быть введена в экспрессирующем векторе, 

имеющем сигналы, способные вызывать экспрессию белка, кодируемого введенной нуклеиновой кисло-

той, или нуклеиновая кислота может быть интегрирована в хромосому клетки-хозяина. 
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Термин "гетерологичный" по отношению к нуклеиновой кислоте, полипептиду или другому кле-

точному компоненту указывает, что компонент находится там, где он обычно не встречается в природе, 

и/или что он происходит из другого источника или вида. 

Термин "очистка" (например, по отношению к патогену или композиции, содержащей патоген) от-

носится к процессу удаления компонентов из композиции, присутствие которых нежелательно. Очистка 

является относительным понятием и не требует, чтобы все следы нежелательного компонента были уда-

лены из композиции. В контексте получения вакцин очистка включает такие способы как центрифугиро-

вание, диализация, ионообменная хроматография и эксклюзионная хроматография по размеру, аффинная 

очистка или преципитация. Таким образом, термин "очищенный" не требует абсолютной чистоты и он 

предназначен в качестве относительного понятия. Таким образом, например, очищенный препарат нук-

леиновой кислоты или белка представляет собой препарат, который более обогащен конкретной нуклеи-

новой кислотой или белком, чем нуклеиновая кислота или белок в среде, где они образуются, например, 

в клетке или камере, где происходит биохимическая реакция. Препарат, по существу, чистой нуклеино-

вой кислоты или белка может быть очищен так, что требуемая нуклеиновая кислота присутствует в ко-

личестве, составляющем по меньшей мере 50% от общего содержания нуклеиновой кислоты в препарате. 

В некоторых вариантах, по существу, чистая нуклеиновая кислота будет присутствовать в количестве, 

составляющем по меньшей мере 60, по меньшей мере 70, по меньшей мере 80, по меньшей мере 85, по 

меньшей мере 90 или по меньшей мере 95% или больше от общего содержания нуклеиновой кислоты 

или белка в препарате. 

"Изолированный" биологический компонент (такой как молекула нуклеиновой кислоты, белок или 

органелла), по существу, отделяют или очищают от других биологических компонентов клетки организ-

ма, в которой компонент встречается в природе, таких как другие хромосомные и внехромосомные ДНК 

и РНК, белки и органеллы. Нуклеиновые кислоты и белки, которые были "изолированы", включают нук-

леиновые кислоты и белки, очищенные стандартными способами очистки. Термин также охватывает 

нуклеиновые кислоты и белки, полученные посредством рекомбинантной экспрессии в клетке-хозяине, а 

также химически синтезированные нуклеиновые кислоты и белки. 

"Антигеном" является соединение, композиция или вещество, которое стимулирует продукцию ан-

тител и/или Т-клеточный ответ у животного, включая композиции, которые инъецированы, поглощены 

или иным образом введены животному. Термин "антиген" включает все родственные антигенные эпито-

пы. Термин "эпитоп" или "антигенная детерминанта" относится к участку антигена, на который отвечают 

В- и/или Т-клетки. "Доминантные антигенные эпитопы" или "доминантные эпитопы" представляют со-

бой такие эпитопы, к которым вырабатывается функционально значимый иммунный ответ хозяина, на-

пример гуморальный ответ или Т-клеточный ответ. Таким образом, что касается защитного иммунного 

ответа против патогена, то доминантными антигенными эпитопами являются такие антигенные остатки, 

которые при распознавании иммунной системой хозяина приводят к защите от заболевания, вызванного 

патогеном. Термин "Т-клеточный эпитоп" относится к эпитопу, который будучи связанным с соответст-

вующей молекулой МНС специфично связывается Т-клеткой (с помощью Т-клеточного рецептора). "В-

клеточным эпитопом" является эпитоп, который специфично связывается антителом (или молекулой В-

клеточного рецептора). 

"Адъювантом" является средство, которое усиливает выработку иммунного ответа неспецифичным 

образом. Обычные адъюванты включают суспензии минералов (квасцы, гидроксид алюминия, фосфат 

алюминия), на которых адсорбируется антиген; эмульсии, включая эмульсии типа вода-в-масле и масло-

в-воде (и их варианты, включая двойные эмульсии и обратимые эмульсии), липосахариды, липополиса-

хариды, иммуностимулирующие нуклеиновые кислоты (такие как олигонуклеотиды CpG), липосомы, 

агонисты Toll-подобного рецептора (в частности, агонисты TLR2, TLR4, TLR7/8 и TLR9) и различные 

сочетания таких компонентов. 

"Иммуногенная композиция" представляет собой композицию вещества, подходящую для введения 

человеку или животному (например, в условиях эксперимента), которая способна вызывать специфич-

ный иммунный ответ, например, против патогена, такого как РСВ. Как таковая иммуногенная компози-

ция включает один или несколько антигенов (например, полипептидных антигенов) или антигенных эпи-

топов. Иммуногенная композиция также может содержать один или несколько дополнительных компо-

нентов, способных вызывать или усиливать иммунный ответ, таких как эксципиент, носитель и/или адъ-

ювант. В некоторых случаях иммуногенные композиции вводят для того, чтобы вызвать иммунный от-

вет, который защищает пациента от проявления симптомов или состояний, индуцируемых патогеном. В 

некоторых случаях симптомы или заболевание, вызываемые патогеном, предотвращаются (или умень-

шаются или ослабляются) в результате ингибирования репликации патогена (например, РСВ) после того, 

как пациент подвергается воздействию патогена. В контексте настоящего описания следует понимать, 

что термин иммуногенная композиция охватывает композиции, которые предполагается вводить пациен-

ту или популяции пациентов для того, чтобы вызвать защитный или паллиативный иммунный ответ про-

тив РСВ (то есть композиции вакцин или вакцины). 

"Иммунным ответом" является ответ клетки иммунной системы, такой как В-клетка, Т-клетка или 

моноцит, на стимул. Иммунный ответ может быть В-клеточным ответом, который приводит к продукции 
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специфичных антител, таких как антигенспецифичные нейтрализующие антитела. Иммунный ответ так-

же может быть Т-клеточным ответом, таким как ответ CD4+ или ответ CD8+. В некоторых случаях ответ 

специфичен для конкретного антигена (то есть "антигенспецифичный ответ"). Если антиген получен из 

патогена, то антигенспецифичный ответ является "специфичным для патогена ответом". "Защитным им-

мунным ответом" является иммунный ответ, который ингибирует приносящую вред функцию или ак-

тивность патогена, снижает инфекцию патогеном или уменьшает симптомы (включая гибель), которые 

являются результатом инфекции патогеном. Защитный иммунный ответ может быть измерен, например, 

по ингибированию репликации вируса или образования бляшек в анализе уменьшения образования бля-

шек или анализе нейтрализации в ELISA, или посредством измерения устойчивости к заражению патоге-

ном in vivo. 

Иммунный ответ, смещенный в сторону "Th1", характеризуется присутствием хелперных Т-клеток 

CD4+, которые продуцируют IL-2 и IFN-γ, и, следовательно, секрецией или присутствием IL-2 и IFN-γ. 

Напротив, иммунный ответ, смещенный в сторону "Th2", характеризуется преобладанием хелперных 

клеток CD4+, которые продуцируют IL-4, IL-5 и IL-13. 

"Иммунологически эффективным количеством" является количество композиции (обычно иммуно-

генной композиции), используемое для того, чтобы вызвать иммунный ответ у пациента на композицию 

или на антиген в композиции. Обычно требуемым результатом является выработка специфичного для 

антигена (например, для патогена) иммунного ответа, который способен или вносит вклад в защиту па-

циента от патогена. Однако, чтобы получить защитный иммунный ответ против патогена, может требо-

ваться многократное введение иммуногенной композиции. Таким образом, в контексте настоящего опи-

сания термин "иммунологически эффективное количество" охватывает дробную дозу, которая вместе с 

предыдущими или последующими введениями вносит вклад в достижение защитного иммунного ответа. 

Прилагательное "фармацевтически приемлемый" указывает, что указанный объект подходит для 

введения пациенту (например, человеку или животному). В публикации Remington's Pharmaceutical Sci-

ences, E.W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 15
th

 Edition (1975) описаны композиции и препараты 

(включая разбавители), подходящие для фармацевтической доставки терапевтических и/или профилак-

тических композиций, включая иммуногенные композиции. 

Термин "модулировать" в отношении ответа, такого как иммунный ответ, означает изменять или 

варьировать начало, величину, продолжительность или характеристики ответа. Средство, которое моду-

лирует иммунный ответ, изменяет по меньшей мере один из показателей: начало, величину, продолжи-

тельность или характеристики иммунного ответа после его введения, или изменяет по меньшей мере 

один из показателей: начало, величину, продолжительность или характеристики, по сравнению с эталон-

ным средством. 

Термин "уменьшает" является относительным понятием, так что средство уменьшает ответ или со-

стояние, если показатели ответа или состояния количественно снижаются после введения средства, или 

если они снижаются после введения средства по сравнению с эталонным средством. Подобным образом, 

термин "предотвращает" не обязательно означает, что средство полностью исключает ответ или состоя-

ние при условии, что по меньшей мере одна характеристика ответа или состояния исключается. Таким 

образом, иммуногенная композиция, которая уменьшает или предотвращает инфекцию или ответ, такой 

как патологический ответ, например усиливаемое вакциной вирусное заболевание, может, но не обяза-

тельно, полностью исключать такую инфекцию или ответ при условии, что инфекция или ответ измеряе-

мо уменьшаются, например, по меньшей мере примерно на 50%, например по меньшей мере примерно 

на 70 или примерно на 80, или даже примерно на 90% (то есть до 10% или меньше) по сравнению с ин-

фекцией или ответом в отсутствие средства или по сравнению с эталонным средством. 

"Пациентом" является живой многоклеточный организм позвоночного. В контексте настоящего 

описания пациентом может быть экспериментальный пациент, такой как животное, отличное от челове-

ка, например мышь, хлопковый хомяк или примат, отличный от человека. Альтернативно, пациентом 

может быть человек. 

Антигены PreF. 

В природе F-белок РСВ экспрессируется в виде одного полипептидного предшественника длиной 

574 аминокислот, называемого F0. In vivo F0 олигомеризуется в эндоплазматической сети и протеолити-

чески процессируется протеазой фурином в двух консервативных консенсусных последовательностях 

для фурина (сайтах расщепления фурином), RARR
109

 (SEQ ID NO:15) и RKRR
136 

(SEQ ID NO:16) с обра-

зованием олигомера, состоящего из двух связанных дисульфидом фрагментов. Меньший из таких фраг-

ментов называют F2, и он происходит из N-концевой части предшественника F0. Специалистам в данной 

области будет понятно, что сокращения F0, F1 и F2 в научной литературе обычно приведены в виде F0, 

F1 и F2. Более крупный С-концевой фрагмент F1 заякоривает F-белок в мембране посредством последова-

тельности из гидрофобных аминокислот, которая расположена рядом с 24-аминокислотным цитоплазма-

тическим хвостом. Три димера F2-F1 подвергаются ассоциации с образованием зрелого F-белка, который 

принимает метастабильную предфьюзогенную конформацию ("конформацию перед слиянием"), в кото-

рой при контакте с мембраной клетки-мишени инициируется конформационное изменение. Конформа-

ционное изменение приводит к экспонированию гидрофобной последовательности, известной как пептид 
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слияния, которая подвергается ассоциации с мембраной клетки-хозяина и стимулирует слияние мембра-

ны вируса или инфицированной клетки с мембраной клетки-мишени. 

Фрагмент F1 содержит по меньшей мере два гептадных повторяющихся домена, называемых HRA и 

HRB, которые расположены в непосредственной близости от пептида слияния и трансмембранных якор-

ных доменов соответственно. В имеющейся перед слиянием конформации димер F2-F1 образует структу-

ру глобулярной головки и стебля, в которой домены HRA находятся в сегментированной (вытянутой) 

конформации в глобулярной головке. Напротив, домены HRB образуют трехнитевой спиральный сте-

бель, выходящий из области головки. Во время перехода от имеющейся перед слиянием конформации в 

конформацию после слияния домены HRA сворачиваются и оказываются в непосредственной близости с 

доменами HRB с образованием узла из шести антипараллельных спиралей. В состоянии после слияния 

пептид слияния и трансмембранные домены располагаются рядом, облегчая слияние с мембраной. 

Хотя приведенное выше описание конформации основано на молекулярном моделировании кри-

сталлографических данных, структурные различия между конформациями перед слиянием и после слия-

ния можно наблюдать, не прибегая к кристаллографии. Например, можно использовать электронную 

микроскопию, чтобы различать конформации перед слиянием и после слияния (альтернативно называе-

мые предфьюзогенной и фьюзогенной), как показано в публикациях Calder с соавт. (Virology, 271: 122-

131 (2000)) и Morton с соавт. (Virology, 311: 275-288), которые включены в настоящее описание в виде 

ссылки с целью предоставления технических инструкций. Конформацию перед слиянием также можно 

отличить от фьюзогенной конформации (конформации после слияния) с использованием анализов ассо-

циации липосом, как описано в публикации Connolly с соавт. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103: 17903-

17908 (2006)), которая также включена в настоящее описание с целью предоставления технических инст-

рукций. Кроме того, конформацию перед слиянием и фьюзогенную конформацию можно отличить с ис-

пользованием антител (например, моноклональных антител), которые специфично узнают конформаци-

онные эпитопы, присутствующие в одной или другой форме F-белка РСВ: форме перед слиянием или 

фьюзогенной форме, но отсутствуют во второй форме. Такие конформационные эпитопы могут быть 

следствием предпочтительного экспонирования антигенной детерминанты на поверхности молекулы. 

Альтернативно, конформационные эпитопы могут возникать в результате сближения аминокислот, кото-

рые не являются соседними в линейном полипептиде. 

Антигены PreF, описанные в настоящей публикации, сконструированы для стабилизации и поддер-

жания имеющейся перед слиянием конформации F-белка РСВ так, чтобы в популяции экспрессирован-

ного белка значительная часть популяции экспрессированного белка была в предфьюзогенной конфор-

мации (конформации перед слиянием) (например, как рассчитано при структурном и/или термодинами-

ческом моделировании или как оценено одним или несколькими способами, описанными выше). Стаби-

лизирующие модификации вводят в нативный (или синтетический) F-белок, такой как иллюстративный 

F-белок с последовательностью SEQ ID NO:2, так, чтобы основные иммуногенные эпитопы конформа-

ции, имеющейся перед слиянием F-белка, сохранялись после введения антигена PreF в клеточную или 

внеклеточную среду (например, in vivo, например, после введения пациенту). 

Во-первых, гетерологичный стабилизирующий домен может быть помещен на С-конце конструк-

ции, чтобы заменить заякоривающий в мембране домен полипептида F0. Предполагается, что стабилизи-

рующий домен компенсирует нестабильность HRB, помогая стабилизировать конформер перед слияни-

ем. В иллюстративных вариантах гетерологичный стабилизирующий домен представляет собой домен 

мультимеризации белка. Одним особенно предпочтительным примером такого домена мультимеризации 

белка является домен тримеризации. Иллюстративные домены тримеризации укладываются в суперспи-

раль, которая стимулирует сборку в тримеры нескольких полипептидов, имеющих такие суперспирали-

зованные домены. Одним предпочтительным примером домена тримеризации является изолейциновая 

молния. Примером домена изолейциновой молнии является сконструированный изолейциновый вариант 

GCN4 дрожжей, описанный Harbury с соавт. (Science 262: 1401-1407 (1993). Последовательность одного 

подходящего домена изолейциновой молнии показана в SEQ ID NO:11, хотя в равной мере подходящими 

являются варианты такой последовательности, которые сохраняют способность образовывать суперспи-

рализованный стабилизирующий домен. Альтернативные стабилизирующие суперспирализованные до-

мены тримеризации включают TRAF2 (GENBANK, номер доступа Q12933 [gi:23503103]; аминокисло-

ты 299-348); тромбоспондин 1 (номер доступа РО7996 [gi:135717]; аминокислоты 291-314); матрилин-4 

(номер доступа 095460 [gi: 14548117]; аминокислоты 594-618; СМР (матрилин-1) (номер доступа NP 

002370 [gi:4505111]; аминокислоты 463-496; HSF1 (номер доступа ААХ42211 [gi:61362386]; аминокис-

лоты 165-191 и кубулин (номер доступа NP_001072 [gi:4557503]; аминокислоты 104-138. Предполагает-

ся, что подходящий домен тримеризации приводит к сборке значительной части экспрессированного 

белка в тримеры. Например, по меньшей мере 50% рекомбинантного полипептида PreF, имеющего домен 

тримеризации, будет собираться в тример (например, как оценено с использованием AFF-MALS). Обыч-

но по меньшей мере 60%, более предпочтительно по меньшей мере 70% и наиболее предпочтительно по 

меньшей мере примерно 75% или больше экспрессированного полипептида существует в виде тримера. 

Чтобы еще больше стабилизировать HRB, остаток лейцина, находящийся в положении 512 (относи-

тельно нативного белка F0) PreF, может быть заменен лизином (L482K иллюстративного полипептида 
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антигена PreF с последовательностью SEQ ID NO:6). Такая замена улучшает периодичность гидрофоб-

ных остатков в суперспирали. Подобным образом, лизин может быть добавлен после аминокислоты в 

положении 105. 

Во-вторых, рер27 может быть удален. Анализ структурной модели F-белка РСВ в состоянии перед 

слиянием свидетельствует, что рер27 образует большую естественную петлю между F1 и F2. Такая петля 

не вносит вклад в стабилизацию состояния перед слиянием и удаляется после расщепления нативного 

белка фурином. 

В-третьих, могут быть делетированы один или оба мотива расщепления фурином. В случае такой 

конструкции пептид слияния не отщепляется от F2, предотвращая высвобождение из глобулярной голов-

ки конформера, существующего перед слиянием, и доступность для расположенных рядом мембран. 

Взаимодействие между пептидом слияния и границей контакта мембран, как предполагают, является 

основной проблемой, связанной с нестабильностью состояния перед слиянием. Во время процесса слия-

ния взаимодействие между пептидом слияния и мембраной-мишенью приводит к экспонированию пеп-

тида слияния из структуры глобулярной головки, усиливая нестабильность состояния перед слиянием и 

укладку в конформер, характерный для состояния после слияния. Такое изменение конформации обеспе-

чивает процесс слияния с мембраной. Удаление одного или обоих сайтов расщепления фурином предпо-

ложительно препятствует доступности мембраны для N-концевой части пептида слияния, стабилизируя 

состояние, имеющееся перед слиянием. Таким образом, в иллюстративных вариантах, описанных в на-

стоящей публикации, удаление мотивов расщепления фурином приводит к образованию антигена PreF, 

который содержит интактный пептид слияния, который не отщепляется фурином во время или после 

процессинга и сборки. 

Необязательно также может быть удален по меньшей мере один нефуриновый сайт расщепления, 

например, в результате замены одной или нескольких аминокислот. Например, экспериментальные дан-

ные свидетельствуют, что в условиях, благоприятных для расщепления некоторыми металлопротеиназа-

ми, антиген PreF может быть расщеплен в области аминокислот 110-118 (например, в результате расще-

пления, происходящего между аминокислотами 112 и 113 антигена PreF; между лейцином в положении 

142 и глицином в положении 143 эталонного полипептида F-белка с последовательностью SEQ ID NO:2). 

Соответственно модификация одной или нескольких аминокислот в данной области может уменьшать 

расщепление антигена PreF. Например, лейцин в положении 112 может быть заменен другой аминокис-

лотой, такой как изолейцин, глутамин или триптофан (как показано в иллюстративном варианте SEQ ID 

NO:20). Альтернативно или дополнительно, глицин в положении 113 может быть заменен серином или 

аланином. 

Необязательно антиген PreF может содержать одну или несколько модификаций, которые изменяют 

картину или статус гликозилирования (например, благодаря увеличению или уменьшению доли молекул, 

гликозилированных в одном или нескольких сайтах гликозилирования, присутствующих в нативном по-

липептиде F-белка). Например, нативный полипептид F-белка с последовательностью SEQ ID NO:2 

предположительно гликозилирован в положениях аминокислот 27, 70 и 500 (соответствующих положе-

ниям 27, 70 и 470 иллюстративного антигена PreF с последовательностью SEQ ID NO:6). В одном вари-

анте модификацию вводят в области сайта гликозилирования в положении аминокислоты 500 (обозна-

чаемом N470). Например, сайт гликозилирования может быть удален заменой аминокислотой, такой как 

глутамин (Q), вводимой вместо аспарагина в положении 500 (эталонной последовательности, которое 

соответствует при выравнивании положению 470 иллюстративного антигена PreF). Предпочтительно 

вводят модификацию, которая повышает эффективность гликозилирования в данном сайте гликозилиро-

вания. Примеры подходящих модификаций включают следующие аминокислотные последовательности 

в положениях 500-502: NGS; NKS; NGT; NKT. Интересно, что, как было обнаружено, модификации в 

таком сайте гликозилирования, которые приводят к усиленному гликозилированию, также приводят к 

значимо повышенному получению PreF. Таким образом, в некоторых вариантах антигены PreF имеют 

модифицированный сайт гликозилирования в положении, соответствующем аминокислоте 500 в эталон-

ной последовательности PreF (SEQ ID NO:2), например в положении 470 антигена PreF, показанного в 

виде последовательности SEQ ID NO:6. Подходящие модификации включают последовательности: NGS; 

NKS; NGT; NKT в аминокислотах, соответствующих положениям 500-502 эталонной последовательно-

сти полипептида F-белка. Аминокислота иллюстративного варианта, который включает модификацию 

"NGT", приведена в последовательности SEQ ID NO:18. Специалист в данной области легко может опре-

делить сходные модификации в случае соответствующих модификаций NGS, NKS и NKT. Такие моди-

фикации предпочтительно сочетают с любой из стабилизирующих мутаций, описанных в настоящей 

публикации (например, гетерологичной суперспиралью, такой как изолейциновая молния, доменом 

и/или модификацией в гидрофобной области и/или удалением рер27 и/или удалением сайта расщепления 

фурином, и/или удалением нефуринового сайта расщепления, и/или удалением нефуринового сайта рас-

щепления). Например, в одном конкретном варианте антиген PreF содержит замену, которая исключает 

нефуриновый сайт расщепления, и модификацию, которая увеличивает гликозилирование. Пример по-

следовательности приведен в SEQ ID NO:22 (указанный иллюстративный вариант включает модифика-

цию "NGT" и замену глутамином аминокислоты лейцина в положении 112). 
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В более общем смысле любую из стабилизирующих модификаций, описанных в настоящей публи-

кации, например добавление гетерологичного стабилизирующего домена, такого как суперспираль (на-

пример, домен изолейциновой молнии), предпочтительно расположенную на С-конце растворимого ан-

тигена PreF; модификацию остатка, такую как замену лейцина на лизин, в гидрофобном домене HRB; 

удаление рер27; удаление одного или обоих мотивов расщепления фурином; удаление нефуринового 

сайта расщепления и/или модификацию сайта гликозилирования, можно использовать в сочетании с лю-

бой одной или несколькими (или вплоть до всех любых требуемых сочетаний) другими стабилизирую-

щими модификациями. Например, гетерологичную суперспираль (или другой гетерологичный стабили-

зирующий домен) можно использовать отдельно или в сочетании с любой из следующих модификаций: 

модификацией в гидрофобной области и/или удалением рер27 и/или удалением сайта расщепления фу-

рином, и/или удалением нефуринового сайта расщепления, и/или удалением нефуринового сайта расще-

пления. В некоторых конкретных вариантах антиген PreF содержит С-концевой суперспирализованный 

домен (изолейциновую молнию), стабилизирующую замену в гидрофобном домене HRB и удаление од-

ного или обоих сайтов расщепления фурином. Такой вариант включает интактный пептид слияния, кото-

рый не удаляется при расщеплении фурином. В одном конкретном варианте антиген PreF также содер-

жит модифицированный сайт гликозилирования в положении аминокислоты 500. 

Нативный полипептид F-белка может быть выбран из любого F-белка штамма РСВ А или РСВ В 

или из их вариантов (которые определены выше). В некоторых иллюстративных вариантах полипептид 

F-белка представляет собой F-белок, представленный последовательностью SEQ ID NO:2. Чтобы облег-

чить понимание настоящего описания, все положения аминокислотных остатков, независимо от штамма 

приведены относительно (то есть положение остатка аминокислоты соответствует) положения амино-

кислоты в иллюстративном F-белке. Сопоставимые положения аминокислот в любом другом штамме 

РСВ А или В легко могут быть определены специалистами в данной области посредством выравнивания 

аминокислотных последовательностей выбранного штамма РСВ с иллюстративной последовательностью 

с использованием легко доступных и хорошо известных алгоритмов выравнивания (таких как BLAST, 

например, с использованием параметров по умолчанию). Многочисленные дополнительные примеры 

полипептидов F-белка из разных штаммов РСВ описаны в публикации WO 2008114149 (которая включе-

на в настоящее описание в виде ссылки с целью приведения дополнительных примеров последователь-

ностей F- и G-белков РСВ). Дополнительные варианты могут возникать в результате дрейфа генов или 

могут быть получены искусственно с использованием сайт-специфичного или случайного мутагенеза 

или в результате рекомбинации двух или более ранее существующих вариантов. Такие дополнительные 

варианты также являются применимыми в контексте антигенов PreF (и PreF-G), описанных в настоящей 

публикации. 

При выборе доменов F2 и F1 F-белка специалисту в данной области будет понятно, что нет строгой 

необходимости в том, чтобы включать полный домен F2 и/или F1. Обычно конформационные расчеты 

имеют значение при выборе подпоследовательности (или фрагмента) домена F2. Таким образом, домен 

F2 обычно содержит часть домена F2, который способствует сборке и стабильности полипептида. В не-

которых иллюстративных вариантах домен F2 включает аминокислоты 26-105. Однако также возможны 

варианты, имеющие небольшие по длине модификации (в результате добавления или делеции одной или 

нескольких аминокислот). 

Обычно выбирают и конструируют, по меньшей мере, подпоследовательность (или фрагмент) до-

мена F1, чтобы поддержать стабильную конформацию, которая включает иммунодоминантные эпитопы 

F-белка. Например, обычно требуется выбор подпоследовательности полипептидного домена F1, кото-

рый содержит эпитопы, узнаваемые нейтрализующими антителами, в областях аминокислот 262-275 

(нейтрализация паливизумабом) и 423-436 (мАт ch101F Centocor). Кроме того, желательно включение Т-

клеточных эпитопов, например, в области аминокислот 328-355, чаще всего в виде одной непрерывной 

части субъединицы F1 (например, охватывающей аминокислоты 262-436), но эпитопы могу содержаться 

в синтетической последовательности, которая включает такие иммунодоминантные эпитопы в виде пре-

рывистых элементов, собранных в стабильную конформацию. Таким образом, полипептид домена F1 

содержит, по меньшей мере, примерно аминокислоты 262-436 полипептида F-белка РСВ. В одном не 

ограничивающем примере, предлагаемом в настоящем описании, домен F1 содержит аминокислоты 137-

516 нативного полипептида F-белка. Специалисту в данной области будет понятно, что можно использо-

вать дополнительные более короткие подпоследовательности на усмотрение специалиста-практика. 

При выборе подпоследовательности домена F2 или F1 (или как будет обсуждаться ниже в отноше-

нии G-белкового компонента некоторых антигенов PreF-G) в дополнение к оценке конформации может 

быть желательно выбрать последовательности (например, варианты, подпоследовательности и тому по-

добное) на основе включения дополнительных иммуногенных эпитопов. Например, дополнительные Т-

клеточные эпитопы могут быть идентифицированы с использованием якорных мотивов или другими 

способами, такими как использование нейронной сети или полиномиальные определения, известные в 

данной области, см., например, RANKPEP (доступный на сайте в Интернете: 

mif.dfci.harvard.edu/Tools/rankpep.html); ProPredI (доступный на сайте в Интернете: im-

tech.res.in/raghava/propredl/index.html); Bimas (доступный на сайте в Интернете: www-
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bimas.dcrt.nih.gov/molbi/hla_bind/index.html) и SYFPEITH (доступный на сайте в Интернете: syfpeithi.bmi-

heidelberg.com/scripts/MHCServer.dll/home.htm). Например, алгоритмы используют для определения "по-

рога связывания" пептидов и для их выбора с оценками, которые свидетельствуют о высокой вероятно-

сти их связывания с МНС или антителами с определенной аффинностью. Алгоритмы основаны либо на 

влиянии на связывание МНС конкретной аминокислоты в конкретном положении, либо на влиянии на 

связывание антител конкретной аминокислоты в конкретном положении, либо на влиянии на связывание 

конкретной замены в содержащем мотив пептиде. В контексте иммуногенного пептида "консервативным 

остатком" является остаток, который встречается со значительно более высокой частотой, чем можно 

ожидать при случайном распределении, в конкретном положении в пептиде. Якорные остатки являются 

консервативными остатками, которые обеспечивают точку контакта с молекулой МНС. Т-клеточные 

эпитопы, идентифицированные такими прогностическими способами, могут быть подтверждены благо-

даря измерению их связывания со специфичным белком МНС и на основании их способности стимули-

ровать Т-клетки в случае представления в контексте белка МНС. 

Предпочтительно антигены PreF (включая антигены PreF-G, которые обсуждаются ниже) содержат 

сигнальный пептид, соответствующий системе экспрессии, например сигнальный пептид млекопитаю-

щего или вируса, такой как нативная сигнальная последовательность F0 РСВ (например, аминокислоты 

1-25 последовательности SEQ ID NO:2 или аминокислоты 1-25 последовательности SEQ ID NO:6). 

Обычно сигнальный пептид выбирают так, чтобы он был совместим с клетками, выбранными для экс-

прессии рекомбинантов. Например, сигнальный пептид (такой как бакуловирусный сигнальный пептид 

или сигнальный пептид мелиттина), может быть заменен для экспрессии в клетках насекомых. Подходя-

щие сигнальные пептиды растений известны в данной области, если предпочтительна система экспрес-

сии растений. В данной области известны многочисленные примеры сигнальных пептидов (см., напри-

мер, Zhang and Henzel, Protein Sci., 13: 2819-2824 (2004), где описаны многочисленные сигнальные пеп-

тиды человека), которые систематизированы, например, в базе данных о сигнальных пептидах SPdb, в 

которую включены сигнальные последовательности архебактерий, прокариоты и эукариоты 

(http://proline.bic.nus.edu.sg/spdb/). Необязательно любой из ранее указанных антигенов может содержать 

дополнительную последовательность или метку, такую как His-метка, для облегчения очистки. 

Необязательно антиген PreF может содержать дополнительные иммуногенные компоненты. В неко-

торых особенно предпочтительных вариантах антиген PreF включает антигенный компонент G-белка 

РСВ. Примеры химерных белков, имеющих PreF и G-компонент, включают PreF_V1 (представленный 

последовательностями SEQ ID NO: 7 и 8) и PreF_V2 (представленный последовательностями SEQ ID 

NO: 9 и 10). 

В антигенах PreF-G антигенную часть G-белка (например, укороченного G-белка, такого как белок, 

состоящий из аминокислотных остатков 149-229) добавляют к С-концу конструкции. Обычно G-

белковый компонент связывают с компонентом F-белка через гибкую линкерную последовательность. 

Например, в иллюстративной конструкции PreF_V1 G-белок связан с компонентом PreF линкером  

-GGSGGSGGS- (SEQ ID NO:14). В конструкции PreF_V2 линкер является более коротким. Вместо нали-

чия линкера -GGSGGSGGS- (SEQ ID NO:14) PreF_V2 содержит 2 глицина (-GG-) в качестве линкера. 

В случае присутствия домен полипептида G-белка может содержать весь или часть G-белка, вы-

бранного из любого штамма РСВ А или РСВ В. В некоторых иллюстративных вариантах G-белок пред-

ставляет собой G-белок, представленный последовательностью SEQ ID NO:4 (или на 95% идентичен 

ему). Дополнительные примеры подходящих последовательностей G-белка можно найти в публикации 

WO 2008114149 (которая включена в настоящее описание в виде ссылки). 

Полипептидный компонент G-белка выбирают так, чтобы он содержал, по меньшей мере, подпос-

ледовательность (или фрагмент) G-белка, который сохраняет иммунодоминантный Т-клеточный эпи-

топ(пы), например, в области аминокислот 183-197, например фрагменты G-белка, которые включают 

аминокислоты 151-229, 149-229 или 128-229 нативного G-белка. В одном иллюстративном варианте по-

липептид G-белка представляет собой подпоследовательность (или фрагмент) нативного полипептида G-

белка, который включает все или часть аминокислотных остатков 149-229 нативного полипептида G-

белка. Специалисту в данной области будет понятно, что также можно использовать более длинные или 

более короткие части G-белка при условии, что выбранная часть конформационно не дестабилизирует 

или не нарушает экспрессию, фолдинг или процессинг антигена PreF-G. Необязательно домен G-белка 

содержит аминокислотную замену в положении 191, которое, как было показано ранее, вовлечено в сни-

жение и/или предотвращение усиленного заболевания, характеризуемого эозинофилией, ассоциирован-

ного с инактивированными формалином РСВ-вакцинами. Подробное описание свойств, встречающихся 

в природе и имеющих замены (N191A) G-белков, можно найти, например, в публикации патента США  

№ 2005/0042230, которая включена в настоящее описание в виде ссылки. 

Например, что касается выбора последовательностей, соответствующих встречающимся в природе 

штаммам, то один или несколько доменов могут соответствовать по последовательности штамму РСВ А 

или В, таким как обычные лабораторные изоляты, обозначаемые А2 или Long, или любой другой встре-

чающийся в природе штамм или изолят (которые описаны в упоминаемой выше публикации WO 

2008114149). Кроме таких встречающихся в природе и выделенных вариантов также можно использо-
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вать сконструированные варианты, которые обладают сходством последовательности с вышеуказанными 

последовательностями, в контексте антигенов PreF (включая PreF-G). Специалистам в данной области 

будет понятно, что сходство между полипептидами антигена PreF (и полинуклеотидными последова-

тельностями, которые описаны ниже), как и в случае полипептидов (и нуклеотидных последовательно-

стей, в общем), может быть выражено в виде сходства между последовательностями, иначе называемого 

идентичностью последовательностей. Идентичность последовательностей часто измеряют в виде про-

центах идентичности (или сходства); чем выше процент, тем более сходны первичные структуры двух 

последовательностей. В общем, чем больше сходство первичных структур двух аминокислотных (или 

полинуклеотидных) последовательностей, тем более сходны структуры более высокого порядка, обра-

зуемые в результате фолдинга и сборки. Варианты полипептидных (и полинуклеотидных) последова-

тельностей PreF обычно имеют одну или небольшое количество аминокислотных делеций, добавлений 

или замен, но, тем не менее, могут иметь очень высокий процент общих аминокислотных и обычно их 

полинуклеотидных последовательностей. Более того, варианты сохраняют структурные и, следователь-

но, конформационные свойства эталонных последовательностей, описанных в настоящей публикации. 

Способы определения идентичности последовательностей хорошо известны в данной области и 

применимы к полипептидам антигенов PreF, а также нуклеиновым кислотам, которые их кодируют (на-

пример, которые описаны ниже). Различные программы и алгоритмы выравнивания описаны в Smith and 

Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482, 1981; Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443, 1970; Higgins and 

Sharp, Gene 73:237, 1988; Higgins and Sharp, CABIOS 5:151, 1989; Corpet et al., Nucleic Acids Research 

16:10881, 1988 и Pearson and Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444, 1988. В публикации Altschul с 

соавт. (Nature Genet. 6: 119, 1994) приведено подробное рассмотрение способов выравнивания последо-

вательностей и вычисления гомологии. Основное средство поиска, основанное на локальных выравнива-

ниях NCBI (BLAST) (Altschul с соавт. (J. Mol. Biol. 215: 403, 1990)), доступно из нескольких источников, 

включая Национальный центр биотехнологической информации (NCBI, Bethesda, MD), и в Интернете 

для использования применительно к программам анализа последовательностей blastp, blastn, blastx, 

tblastn и tblastx. Описание того, как определить идентичность последовательностей с использованием 

такой программы, доступно на веб-сайте NCBI в Интернете. 

В некоторых случаях антигены PreF имеют одну или несколько аминокислотных модификаций по 

сравнению с аминокислотной последовательностью встречающегося в природе штамма, из которого она 

получена (например, в дополнение к указанным выше стабилизирующим модификациям). Такие разли-

чия могут представлять собой добавление, делецию или замену одной или нескольких аминокислот. Ва-

риант обычно отличается не более чем примерно на 1 или 2, или 5, или 10, или 15, или 20% аминокис-

лотных остатков. Например, вариант полипептидной последовательности антигена PreF (включая PreF-

G) может содержать 1 или 2, или до 5, или примерно до 10, или примерно до 15, или примерно до 50, или 

примерно до 100 аминокислотных различий по сравнению с иллюстративными полипептидными после-

довательностями антигенов PreF SEQ ID NO:6, 8, 10, 18, 20 и/или 22. Таким образом, вариант в контексте 

F- или G-белка РСВ или антигена PreF (включая антиген PreF-G) обычно имеет по меньшей мере 80 или 

85%, чаще по меньшей мере примерно 90% или больше, например 95, или даже 98, или 99% идентич-

ность последовательности с эталонным белком, например с эталонными последовательностями, показан-

ными в SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 18, 20 и/или 22, или любыми иллюстративными антигенами PreF, опи-

санными в настоящей публикации. Дополнительными вариантами, включенными в качестве отличитель-

ного признака настоящего изобретения, являются антигены PreF (включая антигены PreF-G), которые 

содержат всю или часть нуклеотидной или аминокислотной последовательности, выбранной из встре-

чающихся в природе вариантов, описанных в WO 2008114149. Дополнительные варианты могут возни-

кать в результате дрейфа генов или могут быть получены искусственно с использованием сайт-

специфичного или случайного мутагенеза, или в результате рекомбинации двух или более ранее сущест-

вующих вариантов. Такие дополнительные варианты также применимы в контексте антигенов PreF (и 

PreF-G), описанных в настоящей публикации. Например, модификация может представлять собой замену 

одной или нескольких аминокислот (например, двух аминокислот, трех аминокислот, четырех амино-

кислот, пяти аминокислот, примерно до десяти аминокислот или больше), которые не изменяют конфор-

мацию или иммуногенные эпитопы полученного в результате антигена PreF. 

Альтернативно или дополнительно, модификация может включать делецию одной или нескольких 

аминокислот и/или добавление одной или нескольких аминокислот. Действительно, при желании один 

или несколько полипептидных доменов могут представлять собой синтетический полипептид, который 

не соответствует никакому отдельному штамму, но содержит подпоследовательности компонентов из 

многих штаммов или даже из консенсусной последовательности, вычисленной в результате выравнива-

ния множества штаммов полипептидов вируса РСВ. В некоторых вариантах один или несколько поли-

пептидных доменов модифицируют добавлением аминокислотной последовательности, которая состав-

ляет метку, которая облегчает последующую обработку или очистку. Такая метка может быть антиген-

ной или эпитопной меткой, ферментативной меткой или полигистидиновой меткой. Обычно метка рас-

положена на одном или на другом конце белка, например на С-конце или N-конце антигена или белка 

слияния. 
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Нуклеиновые кислоты, которые кодируют антигены PREF. 

Другой аспект настоящего изобретения касается рекомбинантных нуклеиновых кислот, которые 

кодируют антигены PreF, которые описаны выше. Более точно такие нуклеиновые кислоты кодируют 

полипептиды, которые включают растворимый пептидный антиген F-белка, который содержит домен F2 

и домен F1 полипептида F-белка РСВ, который имеет по меньшей мере одну модификацию, выбранную 

из (i) добавления аминокислотной последовательности, содержащей гетерологичный домен тримериза-

ции; (ii) делеции по меньшей мере одного сайта расщепления фурином; (iii) делеции по меньшей мере 

одного нефуринового сайта расщепления; (iv) делеции одной или нескольких аминокислот домена рер27 

и (v) по меньшей мере одной замены или добавления гидрофильной аминокислоты в гидрофобный домен 

внеклеточного домена F-белка. Необязательно такой полинуклеотид кодирует антиген PreF с модифика-

цией в сайте гликозилирования. Природа и структурные особенности таких полипептидов подробно опи-

саны выше. Специалист в данной области легко сможет определить нуклеотидные последовательности, 

которые кодируют любую и все описанные полипептидные последовательности, на основе приведенных 

в настоящем описании инструкций, включая примеры последовательностей, приведенные в списке по-

следовательностей, и включенные иным образом (например, благодаря включению в виде ссылки) в на-

стоящее описание. 

В некоторых вариантах рекомбинантные нуклеиновые кислоты оптимизированы по кодонам для 

экспрессии в выбранной прокариотической или эукариотической клетке-хозяине. Например, последова-

тельности SEQ ID NO:5, 12, 17, 19 и 21 являются разными иллюстративными не ограничивающими при-

мерами последовательностей, которые кодируют антиген PreF, которые оптимизированы по кодонам для 

экспрессии в клетках млекопитающих, например СНО. Чтобы облегчить репликацию и экспрессию, нук-

леиновые кислоты могут быть включены в вектор, такой как прокариотический или эукариотический 

экспрессирующий вектор. Клетки-хозяева, содержащие нуклеиновые кислоты, кодирующие рекомби-

нантный антиген PreF, также являются отличительным признаком настоящего изобретения. 

Предпочтительные клетки-хозяева включают прокариотические (т.е. бактериальные) клетки-

хозяева, такие как Е. coli, a также многочисленные эукариотические клетки-хозяева, включая клетки гри-

бов (например, дрожжей), клетки насекомых и клетки млекопитающих (такие как клетки СНО, VERO и 

HEK293). 

Чтобы облегчить репликацию и экспрессию, нуклеиновые кислоты могут быть включены в вектор, 

такой как прокариотический или эукариотический экспрессирующий вектор. Хотя нуклеиновые кисло-

ты, описанные в настоящей публикации, могут быть включены в любой из множества векторов (вклю-

чая, например, бактериальные плазмиды; фаговую ДНК; бакуловирус; дрожжевые плазмиды; векторы, 

полученные в результате комбинирования плазмид и фаговой ДНК, вирусную ДНК, такую как вирус 

осповакцины, аденовирус, поксвирус птиц, вирус псевдобешенства, аденовирус, аденоассоциированный 

вирус, ретровирусы и многие другие), чаще всего вектором будет являться экспрессирующий вектор, 

подходящий для образования полипептидных продуктов экспрессии. В экспрессирующем векторе нук-

леиновая кислота, кодирующая антиген PreF, обычно расположена вблизи и в такой же ориентации, как 

и соответствующая последовательность регуляции транскрипции (промотор и, необязательно, один или 

несколько энхансеров) для управления синтезом мРНК. То есть представляющая интерес полинуклео-

тидная последовательность оперативно связана с подходящей последовательностью регуляции транс-

крипции. Примеры таких промоторов включают немедленный ранний промотор CMV, LTR или промо-

тор SV40, промотор полиэдрина бакуловируса, промотор lac или trp E. coli, промотор фага Т7 и промотор 

PL лямбда и другие промоторы, которые, как известно, контролируют экспрессию генов в прокариотиче-

ских или эукариотических клетках или их вирусах. Экспрессирующий вектор обычно также содержит 

сайт связывания рибосомы для инициации трансляции и терминатор транскрипции. Вектор необязатель-

но содержит подходящие последовательности для усиления экспрессии. Кроме того, экспрессирующие 

векторы необязательно содержат один или несколько селектируемых маркерных генов, обеспечивающих 

фенотипический признак для селекции трансформированных клеток-хозяев, таких как ген дигидрофо-

латредуктазы или резистентности к неомицину в случае культуры эукариотических клеток или таких как 

гены резистентности к канамицину, тетрациклину или ампициллину в случае Е. coli. 

Экспрессирующий вектор также может содержать дополнительные элементы экспрессии, напри-

мер, для повышения эффективности трансляции. Такие сигналы могут включать, например, кодон ини-

циации ATG и близлежащие последовательности. В некоторых случаях, например, кодон инициации 

трансляции и ассоциированные элементы последовательности встраивают в соответствующий экспрес-

сирующий вектор одновременно с представляющей интерес полинуклеотидной последовательностью 

(например, нативный стартовый кодон). В таких случаях дополнительные сигналы регуляции трансляции 

не требуются. 

Однако в тех случаях, когда встраивают только кодирующую полипептид последовательность или 

ее часть, то обеспечивают экзогенные сигналы регуляции трансляции, включая кодон инициации ATG, 

для трансляции нуклеиновой кислоты, кодирующей антиген PreF. Кодон инициации помещают в пра-

вильной рамке считывания, чтобы гарантировать трансляцию представляющей интерес полинуклеотид-

ной последовательности. Экзогенные транскрипционные элементы и кодоны инициации могут иметь 
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разное происхождение, как природное, так и синтетическое. При необходимости эффективность экспрес-

сии может быть дополнительно повышена за счет включения энхансеров, подходящих для используемой 

клеточной системы (Scharf et al. (1994) Results Probl. Cell Differ. 20: 125-62; Bitter et al. (1987) Methods in 

Enzymol. 153: 516-544). 

В некоторых случаях нуклеиновая кислота (такая как вектор), которая кодирует антиген PreF, 

включает один или несколько дополнительных элементов последовательности, выбранных для увеличе-

ния и/или оптимизации экспрессии нуклеиновой кислоты, кодирующей PreF, при введении в клетку-

хозяина. Например, в некоторых вариантах нуклеиновые кислоты, которые кодируют антиген PreF, 

включают интронную последовательность, такую как последовательность интрона вируса герпеса 5 че-

ловека (см., например, SEQ ID NO:13). Интроны, как неоднократно было показано, усиливают экспрес-

сию гомологичных и гетерологичных нуклеиновых кислот, когда они соответствующим образом распо-

ложены в рекомбинантной конструкции. Другой класс усиливающих экспрессию последовательностей 

включает эпигенетический элемент, такой как участок прикрепления к матриксу (или MAR) или подоб-

ный эпигенетический элемент, например элементы STAR (например, такие как элементы STAR, описан-

ные Otte с соавт. (Biotechnol. Prog. 23: 801-807, 2007). Не вдаваясь в теорию, полагают, что MAR опосре-

дуют заякоривание последовательности ДНК-мишени в ядерном матриксе, образуя домены петель хро-

матина, которые выступают из гетерохроматинового кора. Хотя MAR не содержат никакой явной кон-

сенсусной или узнаваемой последовательности, их наиболее постоянным признаком, по-видимому, явля-

ется высокое общее содержание А/Т и преобладание оснований С в одной нити. Такие области, по-

видимому, образуют изогнутые вторичные структуры, которые могут быть склонны к разделению нитей, 

и могут включать элемент раскручивания кора (CUE), который может служить в качестве точки нуклеа-

ции для разделения нитей. Несколько простых АТ-богатых мотивов последовательности были ассоции-

рованы с последовательностями MAR: например, А-бокс, Т-бокс, мотивы раскручивания ДНК, сайты 

связывания SATB1 (Н-бокс, А/Т/С25) и консенсусные сайты топоизомеразы II позвоночных или Droso-

phila. Примеры последовательностей MAR описаны в опубликованной заявке на выдачу патента США № 

20070178469 и в международной заявке на выдачу патента № WO 02/074969 (которые включены в на-

стоящее описание в виде ссылки). Дополнительные последовательности MAR, которые можно использо-

вать для усиления экспрессии нуклеиновой кислоты, кодирующей антиген PreF, включают MAR лизо-

цима кур, MARp1-42, MARp1-6, MARp1-68 и MARpx-29, описанные Girod с соавт. (Nature Methods, 4: 

747-753, 2007) (раскрытые в GenBank с номерами доступа ЕА423306, DI107030, DI106196, DI107561 и 

DI106512 соответственно). Специалисту будет понятно, что экспрессию можно дополнительно модули-

ровать посредством отбора MAR, которые обеспечивают промежуточный уровень усиления, как сооб-

щалось для MAR 1-9. При необходимости альтернативные последовательности MAR для увеличения 

экспрессии антигена PreF могут быть идентифицированы в результате поиска в базах данных о последо-

вательностях, например, с использованием компьютерной программы, такой как MAR-Finder (доступной 

на веб-сайте futuresoft.org/MarFinder), SMARTest (доступной на веб-сайте genomatix.de) или SMARScan I 

(Levitsky et al., Bioinformatics 15: 582-592, 1999). В некоторых вариантах MAR вводят (например, транс-

фицируют) в клетку-хозяина в той же нуклеиновой кислоте (например, векторе), что и последователь-

ность, кодирующую антиген PreF. В альтернативном варианте MAR вводят в отдельной нуклеиновой 

кислоте (например, in trans), и он необязательно может коинтегрировать с полинуклеотидной последова-

тельностью, кодирующей антиген PreF. 

Примеры способов, достаточные в качестве руководства для специалиста в данной области при по-

лучении нуклеиновых кислот рекомбинантного антигена PreF, можно найти в публикациях Sambrook et 

al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989; Sambrook et 

al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3d ed., Cold Spring Harbor Press, 2001; Ausubel et al., Current 

Protocols in Molecular Biology, Greene Publishing Associates, 1992 (and Supplements to 2003) и Ausubel et 

al., Short Protocols in Molecular Biology: A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Bi-

ology, 4th ed., Wiley & Sons, 1999. 

Примеры нуклеиновых кислот, которые кодируют полипептиды антигена PreF, представлены в SEQ 

ID NO:5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 и 21. Варианты, которые содержат модификацию в сайте гликозилирования, 

например в аминокислоте, соответствующей положению 500 в последовательности SEQ ID NO:2, могут 

быть получены в результате изменения (например, мутации) нуклеотидов в области положений 1408-

1414 (по сравнению, например, с полинуклеотидной последовательностью SEQ ID NO:12, например, 

SEQ ID NO:17 и 21). Подходящие последовательности нуклеотидов для кодирования вариантов по гли-

козилированию (например, которые повышают эффективность гликозилирования) включают aacgggt, 

aacaagt, aacggga и aacaaga. Также возможны альтернативные последовательности, такие как cagcagt, ко-

торые исключают сайт гликозилирования. Дополнительные варианты могут быть получены при сборке 

аналогичных полипептидных последовательностей F- и G-белков, выбранных из любых известных (или 

впоследствии открытых) штаммов РСВ, например, как описано в WO 2008114149. Дополнительные ва-

рианты последовательности, которые обладают идентичностью последовательности с иллюстративными 

вариантами, могут быть получены специалистами в данной области. Как правило, варианты нуклеино-

вых кислот будут кодировать полипептиды, которые отличаются не более чем на 1 или 2, или 5, или 10, 
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или 15, или 20% по аминокислотным остаткам. То есть кодируемые полипептиды обладают по меньшей 

мере 80 или 85%, более предпочтительно по меньшей мере примерно 90% или больше, например 95 или 

даже 98 или 99% идентичностью последовательностей. Специалистам в данной области будет сразу же 

понятно, что полинуклеотидные последовательности, кодирующие полипептиды PreF, сами по себе мо-

гут иметь меньшую идентичность последовательностей вследствие избыточности генетического кода. В 

некоторых случаях антигены PreF имеют одну или несколько модификаций аминокислот по сравнению с 

аминокислотной последовательностью встречающегося в природе штамма, из которого он получен (на-

пример, в дополнение к указанным выше стабилизирующим модификациям). Такие отличия могут пред-

ставлять собой добавление, делецию или замену одного или нескольких нуклеотидов или аминокислот 

соответственно. Вариант обычно отличается не более чем примерно на 1 или 2, или 5, или 10, или 15, или 

20% остатков нуклеотидов. Например, нуклеиновая кислота варианта антигена PreF (включая PreF-G) 

может содержать 1 или 2, или до 5, или примерно до 10, или примерно до 15, или примерно до 50, или 

примерно до 100 отличий нуклеотидов по сравнению с иллюстративными нуклеиновыми кислотами ан-

тигена PreF с последовательностями SEQ ID NO:5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 и/или 21. Таким образом, вариант в 

контексте F- или G-белка РСВ или нуклеиновой кислоты антигена PreF (включая антиген PreF-G анти-

ген) обычно обладает по меньшей мере 80 или 85%, более предпочтительно по меньшей мере примерно 

90% или больше, например 95 или даже 98 или 99% идентичностью последовательности с эталонной 

последовательностью, например эталонными последовательностями, показанными в SEQ ID NO:1, 3, 5, 

7, 9, 12, 13, 17, 19 и/или 21, или любой другой из иллюстративных нуклеиновых кислот антигена PreF, 

описанных в настоящей публикации. Дополнительные варианты, включенные в качестве отличительного 

признака настоящего изобретения, представляют собой антигены PreF (включая антигены PreF-G), кото-

рые включают всю или часть нуклеотидной последовательности, выбранной из встречающихся в приро-

де вариантов, описанных в WO 2008114149. Дополнительные варианты могут возникать в результате 

дрейфа генов или могут быть получены искусственно с использованием сайт-специфичного или случай-

ного мутагенеза или в результате рекомбинации двух или более ранее существующих вариантов. Такие 

дополнительные варианты также являются подходящими в контексте антигенов PreF (и PreF-G), описан-

ных в настоящей публикации. 

Кроме вариантов нуклеиновых кислот, описанных ранее, также можно использовать нуклеиновые 

кислоты, которые гибридизуются с одной или несколькими иллюстративными нуклеиновыми кислотами, 

представленными в SEQ ID NO:1, 3, 5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 и/или 21, для кодирования антигенов PreF. Спе-

циалисту в данной области будет понятно, что в дополнение к измерению идентичности последователь-

ностей в %, обсуждаемому выше, другим показателем сходства последовательностей между двумя нук-

леиновыми кислотами является способность к гибридизации. Чем более сходными являются последова-

тельности двух нуклеиновых кислот, тем более жесткими являются условия, в которых они будут гибри-

дизоваться. Жесткость условий гибридизации зависит от последовательности и различна при разных па-

раметрах окружающей среды. Таким образом, условия гибридизации, приводящие к конкретной степени 

жесткости, будут варьировать в зависимости от природы выбранного способа гибридизации и от состава 

и длины гибридизующихся последовательностей нуклеиновых кислот. В общем, температура гибридиза-

ции и ионная сила (особенно концентрация Na
+
 и/или Mg

+
) буфера для гибридизации будут определять 

жесткость гибридизации, хотя количество промывок также влияет на жесткость. В общем, условия жест-

кости выбирают так, чтобы были примерно на 5-20°С ниже, чем температура плавления (Tm) для кон-

кретной последовательности при определенной ионной силе и рН. Tm означает температуру (при опреде-

ленной ионной силе и рН), при которой 50% последовательности-мишени гибридизуется с точно совпа-

дающим зондом. Условия для гибридизации нуклеиновых кислот и расчет жесткости можно найти, на-

пример, в публикациях Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo-

ratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001; Tijssen, Hybridization With Nucleic Acid Probes, Part I: Theory 

and Nucleic Acid Preparation, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Elsevier Science 

Ltd., NY, NY, 1993 и Ausubel et al. Short Protocols in Molecular Biology, 4
th

 ed., John Wiley & Sons, Inc., 

1999. 

В целях настоящего описания термин "условия жесткости" охватывает условия, в которых гибриди-

зация будет происходить только, если существует менее чем 25% ошибочных спариваний между гибри-

дизующейся молекулой и последовательностью-мишенью. "Условия жесткости" можно подразделить на 

конкретные уровни жесткости для более точного определения. Таким образом, в используемом в на-

стоящем описании смысле условия "умеренной жесткости" представляют собой условия, в которых мо-

лекулы с несоответствием более чем 25% последовательностей не будут гибридизоваться; условия 

"средней жесткости" представляют собой условия, в которых молекулы с несоответствием более чем на 

15% не будут гибридизоваться, и условия "высокой жесткости" представляют собой условия, в которых 

последовательности с несоответствием более чем на 10% не буду гибридизоваться. Условиями "очень 

высокой жесткости" являются условия, в которых последовательности с несоответствием более чем на 

6% не будут гибридизоваться. Напротив, нуклеиновые кислоты, которые гибридизуются в условиях 

"низкой жесткости", включают нуклеиновые кислоты с намного меньшей идентичностью последова-

тельностей или с идентичностью последовательностей на протяжении только коротких подпоследова-
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тельностей нуклеиновой кислоты. Поэтому будет понятно, что различные варианты нуклеиновых кислот, 

которые входят в объем настоящего изобретения, способны гибридизоваться по меньшей мере с одной из 

последовательностей SEQ ID NO:1, 3, 5, 1, 9, 12, 13, 17, 19 и/или 21 на протяжении, по существу, их пол-

ной длины. 

Способы получения антигенных полипептидов РСВ. 

Антигены PreF (включая антигены PreF-G, а также в соответствующих случаях антигены G), опи-

санные в настоящей публикации, получают, используя хорошо разработанные способы экспрессии и 

очистки рекомбинантных белков. Способы, достаточные в качестве руководства для специалиста в дан-

ной области, можно найти в следующих публикациях: Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory 

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 200 и Ausubel et al. Short Protocols in 

Molecular Biology, 4
th

 ed., John Wiley & Sons, Inc., 999. Дополнительные и конкретные подробности при-

ведены в настоящем описании ниже. 

Рекомбинантные нуклеиновые кислоты, которые кодируют антигены PreF, вводят в клетки-хозяева 

любым из множества хорошо известных способов, таких как электропорация, опосредованная липосо-

мами трансфекция (например, с использованием коммерчески доступного реагента для липосомной 

трансфекции, такой как липофектамин 2000 или трансфектин), преципитации фосфатом кальция, 

инфекции, трансфекции и тому подобного, в зависимости от выбора векторов и клеток-хозяев. Примеры 

нуклеиновых кислот, которые кодируют антигены PreF (включая антигены PreF-G), приведены в SEQ ID 

NO:5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 и 21. Специалисту в данной области будет понятно, что последовательности SEQ 

ID NO:5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 и 21 являются иллюстративными и не предназначены для ограничения. На-

пример, полинуклеотидные последовательности, которые кодируют такие же белки, как и последова-

тельности SEQ ID NO:5, 7 и 9, (например, представленные последовательностями SEQ ID NO:6, 8 и 10), 

но которые отличаются только в связи с избыточностью генетического кода (например, в результате аль-

тернативной оптимизации кодонов, как показано в SEQ ID NO:12), несомненно, можно использовать 

вместо иллюстративных последовательностей SEQ ID NO:5, 7, и 9. Это справедливо и в случае последо-

вательностей SEQ ID NO:17, 19 и 21. Подобным образом можно использовать полинуклеотидные после-

довательности, которые содержат элементы, усиливающие экспрессию, такие как расположенные внутри 

интроны (или добавление промотора, энхансера, интрона или других сходных элементов), которые пока-

заны в SEQ ID NO:13. Специалисту в данной области будет понятно, что также применимы сочетания 

таких модификаций. Подобным образом также можно использовать гомологичные последовательности, 

выбранные из любого штамма РСВ А или РСВ В, и/или другие последовательности, которые имеют зна-

чительную идентичность последовательностей, как обсуждалось выше, для экспрессии антигенов PreF. 

Действительно, любой из вариантов нуклеиновых кислот, описанных ранее, может быть соответствую-

щим образом введен в клетки-хозяева и использован для получения антигенов PreF (включая антигены 

PreF-G) и в приемлемом случае полипептидов G. 

Например, в некоторых случаях варианты нуклеиновых кислот модифицируют, чтобы изменить 

картину гликозилирования, например, как описано выше, заменой одной или нескольких аминокислот 

вблизи положения аминокислоты 500 (относительно последовательности SEQ ID NO:2, например SEQ 

ID NO:17). Было обнаружено, что модификация картины гликозилирования, например, в сочетании с 

модификацией сайта узнавания для расщепления повышает продукцию антигена PreF в культуре клеток. 

В таких случаях способы, описанные ниже, для экспрессии и выделения рекомбинантных антигенов PreF 

позволяют увеличивать продукцию антигена PreF за счет изменения картины гликозилирования антигена 

PreF в результате замены одной или нескольких аминокислот в сайте узнавания для гликозилирования, 

необязательно в сочетании с модификацией одного или нескольких сайтов расщепления (таких как сайт 

узнавания для расщепления нефуриновым ферментом или фурином), которые описаны выше. 

Таким образом, клетки-хозяева, которые содержат нуклеиновые кислоты, кодирующие рекомби-

нантный антиген PreF, также являются отличительным признаком настоящего изобретения. Предпочти-

тельные клетки-хозяева включают прокариотические (т.е. бактериальные) клетки-хозяева, такие как Е. 

coli, a также многочисленные эукариотические клетки-хозяева, включая клетки грибов (например, дрож-

жи, такие как Saccharomyces cerevisiae и Picchia pastoris), клетки насекомых, клетки растений и клетки 

млекопитающих (включая клетки СНО и HEK293). Нуклеиновые кислоты рекомбинантных антигенов 

PreF вводят (например, трансдуцируют, трансформируют или трансфицируют) в клетки-хозяева, напри-

мер, посредством вектора, такого как экспрессирующий вектор. Как описано выше, вектор чаще всего 

представляет собой плазмиду, но такие векторы также могут представлять собой, например, вирусную 

частицу, фаг и т.д. Примеры подходящих для экспрессии хозяев включают бактериальные клетки, такие 

как Е. coli, Streptomyces и Salmonella typhimurium; клетки грибов, такие как Saccharomyces cerevisiae, 

Pichia pastoris и Neurospora crassa; клетки насекомых, такие как Drosophila и Spodoptera frugiperda; клетки 

млекопитающих, такие как 3Т3, COS, CHO, BHK, HEK293 или меланомы Боуэса; клетки растений, 

включая клетки водорослей и т.д. В некоторых случаях можно использовать временно трансфицирован-

ные клетки, чтобы получить рекомбинантные антигены PreF. В некоторых вариантах отбирают клетки 

(например, клоны), которые имеют стабильно интегрированную нуклеиновую кислоту PreF, и использу-

ют для получения рекомбинантного антигена PreF. 
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Клетки-хозяева можно культивировать в обычной питательной среде, модифицированной соответ-

ствующим образом для активации промоторов, отбора трансформантов или амплификации встроенных 

полинуклеотидных последовательностей. Условия культивирования, такие как температура, рН и тому 

подобное, обычно представляют собой условия, ранее используемые для клетки-хозяина, выбранной для 

экспрессии, и такие условия известны специалистам в данной области и описаны в публикациях, цитиро-

ванных в настоящем описании, включая, например, Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of 

Basic Technique, third edition, Wiley-Liss, New York, и приведенные в указанной публикации ссылки. Не-

обязательно клетки-хозяева культивируют в бессывороточной среде и/или в среде, не содержащей жи-

вотных продуктов. 

Продукты экспрессии, соответствующие нуклеиновым кислотам согласно изобретению, также мо-

гут быть получены в других клетках, отличных от клеток животных, таких как клетки растений, дрож-

жей, грибов, бактерий и тому подобных. В дополнение к публикациям Sambrook, Berger и Ausubel под-

робности, имеющие отношение к культивированию клеток, можно найти в публикациях Payne et al. 

(1992) Plant Cell and Tissue Culture in Liquid Systems John Wiley & Sons, Inc. New York, NY; Gamborg and 

Phillips (eds) (1995) Plant Cell, Tissue and Organ Culture; Fundamental Methods Springer Lab Manual, Spring-

er-Verlag (Berlin Heidelberg New York) и Atlas and Parks (eds) The Handbook of Microbiological Media 

(1993) CRC Press, Boca Raton, FL. 

В бактериальных системах может быть выбрано несколько экспрессирующих векторов в зависимо-

сти от предполагаемого применения экспрессированного продукта. Например, в случае необходимости 

больших количеств полипептида или его фрагментов для получения антител предпочтительно использу-

ют векторы, которые способствуют высоким уровням экспрессии слитых белков, которые можно легко 

очистить. Такие векторы включают без ограничения многофункциональные клонирующие и экспресси-

рующие векторы Е. coli, такие как BLUESCRIPT (Stratagene), в которых представляющая интерес коди-

рующая последовательность, например полинуклеотид согласно изобретению, который описан выше, 

может быть лигирован в вектор в рамке с последовательностями для аминоконцевого инициирующего 

трансляцию метионина и последующих 7 остатков бета-галактозидазы с получением каталитически ак-

тивного слитого белка бета-галактозидазы; векторы pIN (Van Heeke and Schuster (1989) J. Biol. Chem. 

264: 5503-5509). В некоторых примерах нуклеиновые кислоты вводят в клетки с помощью векторов, 

подходящих для введения и экспрессии в прокариотических клетках, например в клетках Е. coli. Напри-

мер, нуклеиновая кислота, включающая полинуклеотидную последовательность, которая кодирует анти-

ген PreF, может быть введена в любой из множества коммерчески доступных или запатентованных век-

торов, таких как серия экспрессирующих векторов рЕТ (например, рЕТ9b и pET2d). Экспрессия коди-

рующей последовательности индуцируется IPTG, приводя к высоким уровням экспрессии белка. Поли-

нуклеотидная последовательность, кодирующая антиген PreF, транскрибируется под контролем промо-

тора фага Т7. Также применимы альтернативные векторы, такие как pURV22, которые содержат индуци-

руемый нагреванием промотор pL лямбда. 

Экспрессирующий вектор затем вводят (например, посредством электропорации) в подходящего 

бактериального хозяина. Имеются многочисленные подходящие штаммы Е. coli, которые могут быть 

выбраны специалистом в данной области (например, штаммы Rosetta и BL21 (DE3), как было подтвер-

ждено, являются предпочтительными для экспрессии рекомбинантных векторов, содержащих полинук-

леотидные последовательности, которые кодируют антигены PreF. 

Подобным образом в дрожжах, таких как Saccharomyces cerevisiae, можно использовать ряд векто-

ров, содержащих конститутивные или индуцируемые промоторы, такие как промоторы альфа-фактора, 

алкогольоксидазы и PGH, для получения требуемых продуктов экспрессии. Обзор смотри в публикациях 

Berger, Ausubel и, например, Grant с соавт. (1987; Methods in Enzymology 153: 516-544). В клетках-

хозяевах млекопитающих можно использовать ряд систем экспрессии, включая как плазмиды, так и сис-

темы, основанные на вирусах. 

В другом примере полинуклеотидную последовательность, которая кодирует антиген PreF, вводят в 

клетки насекомых, используя систему экспрессии на основе бакуловирусных векторов (BEVS). Рекомби-

нантный бакуловирус, способный инфицировать клетки насекомых, может быть создан с использовани-

ем коммерчески доступных векторов, наборов и/или систем, таких как система BD BaculoGold из BD 

BioScience. Коротко, полинуклеотидную последовательность, кодирующую антиген, встраивают в век-

тор для переноса pAcSG2. Затем клетки-хозяева SF9 (Spodoptera frugiperda) котрансфицируют химерной 

плазмидой pAcSG2 и BD BaculoGold, содержащей линеаризованную геномную ДНК бакуловируса - ви-

руса ядерного полиэдроза Autographa californica (AcNPV). После трансфекции происходит гомологичная 

рекомбинация между плазмидой pACSG2 и бакуловирусным геномом с образованием рекомбинантного 

вируса. В одном примере антиген PreF экспрессируется под регуляторным контролем промотора полиэд-

рина (рН). Сходные векторы для переноса могут быть получены с использованием других промоторов, 

таких как основной промотор (Ва) и промотор р10. Подобным образом можно использовать альтерна-

тивные клетки насекомых, такие как SF21, которые близко родственны клеткам Sf9, и линия клеток High 

Five, полученная из капустной совки Trichoplusia ni. 

Чаще всего полинуклеотиды, которые кодируют антигены PreF, включают в экспрессирующие век-
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торы, которые подходят для введения и экспрессии в эукариотических клетках (например, клетках насе-

комых или млекопитающих). Предпочтительно такие нуклеиновые кислоты оптимизируют по кодонам 

для экспрессии в выбранном векторе/клетке-хозяине (например, последовательности, показанные в SEQ 

ID NO:5, 7, 9, 12, 13, 17, 19 и 21, оптимизируют в отношении кодонов для экспрессии в клетках СНО). В 

одном иллюстративном варианте полинуклеотидную последовательность, которая кодирует антиген 

PreF, вводят в вектор, такой как вектор рЕЕ14, разработанный Lonza Biologicals. Полипептид экспресси-

руют под контролем конститутивного промотора, такого как немедленный ранний промотор CMV (ци-

томегаловируса). Селекцию стабильно трансфицированных клеток, экспрессирующих полипептид, осу-

ществляют на основе способности трансфицированных клеток расти в отсутствие источника глутамина. 

Клетки, которые успешно интегрировали рЕЕ14, способны расти в отсутствие экзогенного глутамина, 

так как вектор рЕЕ14 экспрессирует фермент GS (глутаминсинтетазу). Отобранные клетки могут быть 

клонально размножены и охарактеризованы в отношении экспрессии требуемого полипептида PreF. 

Клетку-хозяина необязательно выбирают по ее способности модулировать экспрессию встроенных 

последовательностей или процессировать экспрессированный белок требуемым образом. Такие модифи-

кации белка включают без ограничения гликозилирование (а также, например, ацетилирование, карбок-

силирование, фосфорилирование, липидизацию и ацилирование). 

Посттрансляционный процессинг, например, который расщепляет форму предшественника с обра-

зованием зрелой формы белка (например, протеазой фурином), необязательно осуществляется в контек-

сте клетки-хозяина. Различные клетки-хозяева, такие как 3Т3, COS, СНО, HeLa, BHK, MDCK, 293, WI38 

и т.д., обладают специфичным клеточным аппаратом и характерными механизмами такой посттрансля-

ционной активности и могут быть выбраны так, чтобы они обеспечивали правильную модификацию и 

процессинг введенного чужеродного белка. 

Для долговременной продукции рекомбинантных антигенов PreF, описанных в настоящей публика-

ции, с высоким выходом обычно используют стабильные системы экспрессии. Например, в случае линий 

клеток, которые стабильно экспрессируют полипептид антигена PreF, введение в клетку-хозяина осуще-

ствляют с использованием экспрессирующих векторов, которые содержат вирусные начала репликации 

или эндогенные элементы экспрессии и селектируемый маркерный ген. После введения вектора клеткам 

дают возможность расти в течение 1-2 суток в обогащенной среде перед их переводом на среду для се-

лекции. Целью селектируемого маркера является придание резистентности к условиям селекции, и его 

присутствие позволяет выращивать и извлекать клетки, которые успешно экспрессируют введенные по-

следовательности. Например, резистентные группы или колонии стабильно трансформированных клеток 

могут быть подвергнуты пролиферации с использованием способов культуры ткани, подходящих для 

типа клеток. Клетки-хозяева, трансформированные нуклеиновой кислотой, кодирующей антиген PreF, 

необязательно культивируют в условиях, подходящих для экспрессии и извлечения кодируемого белка 

из культуры клеток. Как указано выше, при необходимости клетки-хозяева можно культивировать в бес-

сывороточной среде (и/или среде, не содержащей животных продуктов). 

После трансдукции подходящей линии клеток-хозяев и выращивания клеток-хозяев до соответст-

вующей плотности клеток выбранный промотор индуцируют подходящими способами (например, ис-

пользуя сдвиг температуры или химическую индукцию) и клетки культивируют в течение дополнитель-

ного периода времени. Необязательно среда содержит компоненты и/или добавки, которые уменьшают 

разрушение экспрессированного белка протеиназами. Например, среда, используемая для культивирова-

ния клеток с целью получения антигена PreF, может содержать ингибитор протеаз, такой как хелати-

рующий агент или низкомолекулярный ингибитор (например, AZ11557272, AS111793 и т.д.), чтобы 

уменьшить или исключить нежелательное расщепление клеточными или внеклеточными протеиназами 

(протеиназами матрикса). 

Секретированный полипептидный продукт затем извлекают из культуральной среды. Альтернатив-

но, клетки могут быть собраны центрифугированием, разрушены физическими или химическим спосо-

бами, и полученный неочищенный экстракт сохраняют для дальнейшей очистки. Эукариотические или 

микробные клетки, используемые для экспрессии белков, могут быть разрушены любым удобным спосо-

бом, включая циклы замораживания-размораживания, обработку ультразвуком, механическое разруше-

ние или использованием средств, лизирующих клетки, или другие способы, которые хорошо известны 

специалистам в данной области. 

Экспрессированные антигены PreF могут быть извлечены и очищены из культуры рекомбинантных 

клеток любым из ряда способов, известных в данной области, включая преципитацию сульфатом аммо-

ния или этанолом, экстракцию кислотой, фильтрацию, ультрафильтрацию, центрифугирование, анионо-

обменную или катионообменную хроматографию, хроматографию на фосфоцеллюлозе, хроматографию 

на основе гидрофобного взаимодействия, аффинную хроматографию (например, с использованием лю-

бой из систем мечения, указанных в настоящем описании), хроматографию на гидроксилапатите и хро-

матографию на лектине. Можно использовать необходимые стадии рефолдинга белка для получения за-

вершенной конфигурации зрелого белка. Наконец, можно использовать высокоэффективную жидкост-

ную хроматографию (ВЭЖХ) на стадиях конечной очистки. В дополнение к указанным выше ссылкам в 

данной области хорошо известно множество способов очистки, включая, например, способы, указанные 
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в публикациях Sandana (1997) Bioseparation of Proteins, Academic Press, Inc.; and Bollag et al. (1996) Protein 

Methods, 2
nd 

Edition Wiley-Liss, NY; Walker (1996) The Protein Protocols Handbook Humana Press, NJ, Harris 

and Angal (1990) Protein Purification Applications: A Practical Approach IRL Press at Oxford, Oxford, U.K.; 

Scopes (1993) Protein Purification: Principles and Practice 3
rd

 Edition Springer Verlag, NY; Janson and Ryden 

(1998) Protein Purification: Principles, High Resolution Methods and Applications, Second Edition Wiley-VCH, 

NY и Walker (1998) Protein Protocols on CD-ROM Humana Press, NJ. 

В одном иллюстративном варианте белки PreF извлекают из клеток согласно следующей схеме 

очистки. После введения рекомбинантной нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептид PreF, в клет-

ки-хозяева СНО временно трансфицированные клетки-хозяева или размноженные стабильные популя-

ции, содержащие введенную полинуклеотидную последовательность, выращивают в среде и в условиях, 

подходящих для роста, в приемлемом масштабе для требуемой цели (например, как, в общем, описано в 

публикации Freshney (1994) Culture of Animal Cells, a Manual of Basic Technique, third edition, Wiley-Liss, 

New York и в цитированных в указанной публикации ссылках). Обычно клетки выращивают в бессыво-

роточной среде при 37°С и пересевают с интервалами в 2-3 дня во встряхиваемых флаконах или в биоре-

акторах. Новые культуры, полученные из клеток, размноженных в таких условиях, обычно культивиру-

ют в биореакторах в бессывороточной среде и инкубируют при 27°С с рО2, поддерживаемым на уровне 

20% в течение 5-7 суток, чтобы получить антиген PreF. 

Чтобы извлечь рекомбинантный антиген PreF, культуру клеток центрифугируют и надосадок куль-

туры клеток хранят при -70°С вплоть до дальнейшего использования. После размораживания надосадков 

культур надосадки разбавляют в 2 раза водой MilliQ и доводят до рН 6,0, используя HCl. Разбавленный 

надосадок наносят со скоростью 75 см/ч на 3 л смолы CM Ceramic HyperD FF, упакованной в колонку 

BPG 140/500, уравновешенной 20 мМ фосфатом, рН 6,0. После загрузки образца буфер для уравновеши-

вания пропускают через колонку, чтобы снова получить исходный УФ-уровень. После промывки 5 об. 

колонки (CV) 25 мМ фосфатного буфера, рН 7,0, осуществляют элюирование, используя 50 мМ фосфат-

ный буфер, рН 7,0, содержащий 0,1 М NaCl. 

Элюат CM Hyper D разбавляют в 3,3 раза 20 мМ фосфатом, рН 7,0, для нанесения на колонку объе-

мом 270 мл с гидроксиапатитом типа II (упакованной в XK 50), уравновешенную 20 мМ РО4 (Na)-

буфером, рН 7,0, 50 мл/мин. После промывки колонки буфером для уравновешивания (~3 CV) осуществ-

ляют элюирование, используя 20 мМ РО4 (Na) буфер, рН 7,0, содержащий 0,5 М NaCl. 

Элюат с НА наносят со скоростью 15 мл/мин (соблюдая 10-минутный период контакта со смолой) 

на колонку Capto Adhere объемом 150 мл (упакованную в XK 26), уравновешенную в 20 мМ фосфате, рН 

7,0. После промывки 5 CV 10 мМ фосфатного буфера, рН 7,0, содержащего 0,1 М аргинина, осуществ-

ляют элюирование, используя 10 мМ фосфатный буфер, рН 7,0, содержащий 0,6 М аргинина. 

Элюат с Capto Adhere затем концентрируют примерно в 10 раз для нанесения на колонку для пре-

паративной эксклюзионной хроматографии по размеру (SEC). Концентрирование осуществляют, исполь-

зуя полиэфирсульфоновую мембрану Pellicon 50 кД. Перед нанесением на колонку SEC вещество фильт-

руют через фильтр PLANOVA 20N, 100 см
2
, при этом фильтрование используют в качестве стадии эли-

минации вируса. Такая стадия нанофильтрации может быть осуществлена либо после, либо перед кон-

центрированием на мембране Pellicon. 

Затем осуществляют препаративную SEC, используя колонку Superdex S200 объемом 500 мл и 10 

мМ фосфатный буфер (Na/K2), содержащий 160 мМ NaCl, рН 6,5 (соответствующий конечному буферу) 

в качестве подвижной фазы. Объем концентрированного PreF, соответствующий 5% объема колонки 

SEC, наносят на смолу со скоростью ~2,6 мл/мин. Обычно собирают фракции по 10 мл. Аналитические 

пулы фракций можно анализировать в SDS-геле, используя окрашивание серебром и при необходимости 

анти-НСР (белки клетки-хозяина) для Вестерн-блотов, чтобы оптимизировать выходы при минимизации 

уровней НСР. 

Очищенную массу получали после фильтрования через фильтры Millex 0,22 мкм (альтернативно 

можно использовать фильтр Sterivex). При необходимости очищенный препарат антигена PreF можно 

хранить при -70°С до использования. 

Альтернативно, белки PreF могут содержать полигистидиновую метку (например, шесть гистиди-

нов), которую можно использовать для облегчения очистки. Для получения таких меченых гистидином 

полипептидов PreF можно использовать следующий протокол очистки. Перед очисткой с использовани-

ем аффинной хроматографии на иммобилизованных ионах металлов (IMAC) надосадок культуры клеток 

разбавляют в два раза в буфере А (20 мМ бицин, рН 8,5) и рН доводят до 8,5. Полученный раствор на-

гружают на колонку с Q-сефарозой FF (GE Healthcare), например, колонку объемом 23 мл, предвари-

тельно уравновешенную буфером А. Белки PreF улавливают на колонке вместе с некоторыми примесями 

из клеток-хозяев. Компоненты культуральной среды, которые могут мешать стадии IMAC-очистки, не 

удерживаются и удаляются в проходящем потоке. Белки разделяют и элюируют, используя ступенчатое 

элюирование растворами 200, 400, 600, 800 мМ и 1 М NaCl. Представляющие интерес белки PreF элюи-

руются на первой стадии при 200 мМ NaCl. Необязательно извлечение можно контролировать с помо-

щью SDS-ПААГ и Вестерн-блоттинга, используя антитело против His-метки для выявления меченого 

белка PreF. Фракции могут быть объединены перед продолжением очистки. 
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(Объединенный) элюат, содержащий белок PreF, разбавляют в три раза в буфере В (20 мМ бицин, 

500 мМ NaCl, рН 8,3) и рН доводят до 8,3. Полученный раствор наносят на смолу сефарозу FF для IMAC, 

на которую нагружен хлорид никеля (GE Healthcare) (например, на колонку объемом 5 мл), предвари-

тельно уравновешенную буфером В. PreF связывается со смолой, и большая часть примесей из клеток-

хозяев подвергается элюированию в проходящем потоке. Колонку промывают 20 мМ имидазолом, чтобы 

удалить слабо связанные примеси. Белки PreF элюируют ступенчатым элюированием с использованием 

250 мМ имидазола. SDS-ПААГ с окрашиванием Кумасси синим и Вестерн-блот с антителом против His-

метки могут быть осуществлены для идентификации позитивных фракций. 

Пул, полученный при IMAC, затем можно концентрировать до концентрации, составляющей по 

меньшей мере 150 мкг/мл, используя устройство для концентрирования Centricon (Millipore), и белок 

можно диализовать в PBS-буфере с добавлением 500 мМ L-аргинина. Полученный белок количественно 

оценивают, используя анализ белка RCDC (BioRad), и хранят при -70 или -80°С вплоть до использова-

ния. 

Иммуногенные композиции и способы. 

Также предлагаются иммуногенные композиции, содержащие любой из антигенов PreF, описанных 

выше (таких как антигены, приведенные в качестве примера в SEQ ID NO:6, 8, 10, 18, 20 и 22), и фарма-

цевтически приемлемый носитель или эксципиент. 

В некоторых вариантах, обычно в тех вариантах, в которых антиген PreF не содержит G-белкового 

компонента (такого как последовательность SEQ ID NO:6), иммуногенная композиция может содержать 

изолированный, рекомбинантный и/или очищенный G-белок. Многочисленные подходящие G-белки 

были описаны в данной области и включают полноразмерные рекомбинантные G-белки и химерные бел-

ки, состоящие из части G-белка (например, аминокислот 128-229 или 130-230) и партнера в слиянии (та-

кого как тиоредоксин) или сигнальной и/или лидерной последовательности, которая облегчает экспрес-

сию и/или очистку. Примеры G-белков для применения в смеси с антигеном PreF можно найти в WO 

2008114149, патенте США № 5149650, патенте США № 6113911, опубликованной заявке на выдачу па-

тента США № 20080300382 и патенте США № 7368537, каждая из указанных публикаций включена в 

настоящее описание в виде ссылки. Как указано в связи с химерными белками PreF-G, меньший по раз-

меру фрагмент G-белка, такой как часть, состоящая из аминокислот 149-229 или часть примерно от ами-

нокислоты 128 до примерно аминокислоты 229, предпочтительно можно использовать в контексте сме-

сей, содержащих PreF (без G) и G. Как обсуждается выше, важным фактором является присутствие им-

мунодоминантных эпитопов, например, входящих в область аминокислот 183-197. Альтернативно, в та-

ких композициях можно использовать полноразмерный G-белок. 

Фармацевтически приемлемые носители и эксципиенты хорошо известны и могут быть выбраны 

специалистами в данной области. Например, носитель или эксципиент предпочтительно может содер-

жать буфер. Необязательно носитель или эксципиент также содержит по меньшей мере один компонент, 

который стабилизирует растворимость и/или стабильность. Примеры солюбилизирую-

щих/стабилизирующих средств включают детергенты, например лаурилсаркозил и/или твин. Альтерна-

тивные солюбилизирующие/стабилизирующие средства включают аргинин и стеклообразующие полио-

лы (такие как сахароза, трегалоза и тому подобные). Многочисленные фармацевтически приемлемые 

носители и/или фармацевтически приемлемые эксципиенты известны в данной области и описаны, на-

пример, в Remington's Pharmaceutical Sciences, E.W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 5
th 

Edition 

(975). 

Соответственно специалистами в данной области могут быть выбраны подходящие эксципиенты и 

носители для получения препарата, подходящего для доставки пациенту выбранным путем введения. 

Подходящие эксципиенты включают без ограничения глицерин, полиэтиленгликоль (ПЭГ), сорбит, 

трегалозу, натриевую соль N-лауроилсаркозина, L-пролин, недетергентный сульфобетаин, гидрохлорид 

гуанидина, мочевину, оксид триметиламина, KCl, Са
2+

, Mg
2+

, Mn
2+

, Zn
2+

 и другие родственные соли 

двухвалентных катионов, дитиотреитол, дитиоэритрол и β-меркаптоэтанол. Другие эксципиенты могут 

представлять собой детергенты (включая твин 80, твин 20, тритон Х-00, NP-40, эмпиген ВВ, октилглюко-

зид, лауроилмальтозид, цвиттергент 3-08, цвиттергент 3-0, цвиттергент 3-2, цвиттергент 3-4, цвиттергент 

3-6, CHAPS, дезоксихолат натрия, додецилсульфат натрия, бромид цетилтриметиламмония). 

Необязательно иммуногенные композиции также содержат адъювант. В контексте иммуногенной 

композиции, подходящей для введения пациенту с целью вызывания защитного иммунного ответа про-

тив РСВ, адъювант выбирают так, чтобы он вызывал смещенный в сторону Th1 или сбалансированный 

по Th1/Th2 иммунный ответ, характеризуемый продукцией интерферона-гамма (IFN-γ). 

Адъювант обычно выбирают так, чтобы он усиливал смещенный в сторону Th1 иммунный ответ 

(или сбалансированный по Th1/Th2 иммунный ответ), характеризуемый продукцией и секрецией IFN-γ, у 

пациента или в популяции пациентов, которым вводят композицию. Например, когда иммуногенную 

композицию необходимо ввести пациенту конкретной возрастной группы, чувствительной (или подвер-

гающейся повышенному риску) РСВ-инфекции, адъювант выбирают так, чтобы он был безопасным и 

эффективным для пациента или популяции пациентов. Таким образом, в случае приготовления иммуно-
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генной композиции, содержащей антиген PreF РСВ для введения пожилому человеку (такому как чело-

век старше 65 лет), адъювант выбирают так, чтобы он был безопасным и эффективным для пожилого 

человека. Подобным образом, в том случае, когда иммуногенная композиция, содержащая антиген PreF 

РСВ, предназначена для введения новорожденным или маленьким детям (таким как дети от рождения до 

двухлетнего возраста), адъювант выбирают так, чтобы он был безопасным и эффективным у новорож-

денных и маленьких детей. В случае адъюванта, выбранного в отношении безопасности и эффективности 

у новорожденных и маленьких детей, может быть выбрана доза адъюванта, которая является разведени-

ем (например, дробной дозой) дозы, обычно вводимой взрослому человеку. 

Кроме того, адъювант обычно выбирают так, чтобы он усиливал иммунный Th1-ответ при введении 

тем путем введения, которым вводят иммуногенную композицию. Например, в случае приготовления 

иммуногенной композиции, содержащей антиген PreF, для назального введения предпочтительными 

смещающими ответ в сторону Th1 адъювантами являются адъюванты на основе протеосом и протоллин. 

Напротив, когда иммуногенную композицию готовят для внутримышечного введения, предпочтительно 

выбирают адъюванты, включающие один или несколько из следующих средств: 3D-MPL, сквален (на-

пример, QS21), липосомы и/или масляные и водные эмульсии. 

Одним подходящим адъювантом для использования в сочетании с антигенами PreF является неток-

сичное производное бактериального липополисахарида. Примером подходящего нетоксичного произ-

водного липида А является монофосфориллипид А или более конкретно 3-деацилированный монофос-

фориллипид A (3D-MPL). 3D-MPL продается под названием MPL GlaxoSmithKline Biologicals N.A., и он 

упоминается на протяжении документа как MPL или 3D-MPL; см., например, патенты США № 4436727, 

4877611, 4866034 и 4912094. 3D-MPL, прежде всего, стимулирует ответы Т-клеток CD4+ с фенотипом 

IFN-γ (Th1). 3D-MPL может быть получен способами, описанными в GB2220211 А. Химически он пред-

ставляет собой смесь 3-деацилированного монофосфориллипида А с 3, 4, 5 или 6-ацилированными цепя-

ми. В композициях согласно настоящему изобретению можно использовать мелкие частицы 3D-MPL. 

3D-MPL в виде мелких частиц имеет такой размер частиц, что его можно стерильно фильтровать через 

фильтр 0,22 мкм. Такие препараты описаны в WO 94/21292. 

Липополисахарид, такой как 3D-MPL, можно использовать в количествах от 1 до 50 мкг в дозе им-

муногенной композиции для человека. Такой 3D-MPL можно использовать на уровне примерно 25 мкг, 

например 20-30 мкг, в соответствующих случаях 21-29 мкг, или от 22 до 28 мкг, или от 23 до 27 мкг, или 

от 24 до 26 мкг, или 25 мкг. В другом варианте доза иммуногенной композиции для человека содержит 

3D-MPL на уровне примерно 10 мкг, например от 5 до 15 мкг, в соответствующих случаях от 6 до 14 мкг, 

например от 7 до 13 мкг, или от 8 до 12 мкг, или от 9 до 11 мкг, или 10 мкг. В следующем варианте доза 

иммуногенной композиции для человека содержит 3D-MPL на уровне примерно 5 мкг, например от 1 до 

9 мкг или от 2 до 8 мкг, или в соответствующих случаях от 3 до 7 мкг, или 4, или 5 мкг. 

В других вариантах липополисахаридом может быть β(1-6)глюкозаминдисахарид, который описан 

в патенте США № 6005099 и патенте ЕР № 0729473 В1. Специалист в данной области легко может полу-

чить различные липополисахариды, такие как 3D-MPL, на основе инструкций, приведенных в указанных 

публикациях. Тем не менее, каждая из указанных публикаций включена в настоящее описание в виде 

ссылки. В дополнение к указанным выше иммуностимуляторам (которые сходны по структуре с ЛПС, 

или MPL, или 3D-MPL), также подходящими адъювантами являются ацилированные моносахаридные и 

дисахаридные производные, которые могут представлять собой некоторую часть указанной выше струк-

туры MPL. В других вариантах адъювантом являются синтетические производные липида А, некоторые 

из которых описаны как агонисты TLR-4 и которые включают без ограничения ОМ174 (2-дезокси-6-о-[2-

дезокси-2-[(R)-3-додеканоилокситетрадеканоиламино]-4-о-фосфоно-β-D-гликопиранозил]-2-[(R)-3-гид-

рокситетрадеканоиламино]-α-D-гликопиранозилдигидрогенфосфат), (WO 95/14026); ОМ 294 DP (3S,9R)-

3-[(R)-додеканоилокситетрадеканоиламино]-4-оксо-5-аза-9(R)-[(R)-3-гидрокситетрадеканоиламино]де-

кан-1,10-диол,1,10-бис-(дигидрогенфосфат) (WO 99/64301 и WO 00/0462) и ОМ 197 МР-Ас DP (3S-,9R)-

3-[(R)-додеканоилокситетрадеканоиламино]-4-оксо-5-аза-9-[(R)-3-гидрокситетрадеканоиламино]декан-

1,10-диол,1-дигидрогенфосфат-10-(6-аминогексаноат) (WO 01/46127). 

Другими лигандами TLR4, которые можно использовать, являются алкилглюкозаминидфосфаты 

(AGP), такие как соединения, описанные в WO 98/50399 или патенте США № 6303347 (также описаны 

способы получения AGP), соответственно RC527 или RC529 или фармацевтически приемлемые соли 

AGP, которые описаны в патенте США № 6764840. Некоторые AGP являются агонистами TLR4, а неко-

торые являются антагонистами TLR4. Полагают, что и те и другие применимы в качестве адъювантов. 

Другим подходящим лигандом TLR-4, способным вызывать ответ в виде передачи сигнала через 

TLR-4 (Sabroe et al., JI 2003 p. 1630-5), является, например, липополисахарид из грамотрицательных бак-

терий и его производные или его фрагменты, в частности нетоксичное производное ЛПС (такое как 3D-

MPL). Другими подходящими агонистами TLR являются белок теплового шока (HSP) 10, 60, 65, 70, 75 

или 90; поверхностно-активный белок А, олигосахариды гиалуронана, фрагменты гепарансульфата, 

фрагменты фибронектина, пептиды фибриногена, b-дефензин-2 и мурамилдипептид (MDP). В одном ва-

рианте агонистом TLR является HSP 60, 70 или 90. Другие подходящие лиганды TLR-4 описаны в WO 
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2003/011223 и в WO 2003/099195, такие как соединение I, соединение II и соединение III, описанные на 

с. 4 и 5 в WO 2003/011223 или на с. 3 и 4 в WO 2003/099195 и, в частности, соединения, описанные в WO 

2003/011223 как ER803022, ER803058, ER803732, ER804053, ER804057, ER804058, ER804059, ER804442, 

ER804680 и ER804764. Например, одним подходящим лигандом TLR-4 является ER804057. 

Дополнительные агонисты TLR также применимы в качестве адъювантов. Термин "агонист TLR" 

относится к средству, которое способно вызывать ответ в виде передачи сигнала через пути передачи 

сигналов TLR, либо в качестве непосредственного лиганда, либо опосредованно через образование эндо-

генного или экзогенного лиганда. Такие природные или синтетические агонисты TLR могут быть ис-

пользованы в качестве альтернативных или дополнительных адъювантов. Краткий обзор роли TLR в ка-

честве рецепторов адъювантов приведен в публикации Kaisho and Akira, Biochimica et Biophysica Acta 

1589: 1-13, 2002. Такие потенциальные адъюванты включают без ограничения агонисты TLR2, TLR3, 

TLR7, TLR8 и TLR9. Соответственно в одном варианте адъювант и иммуногенная композиция дополни-

тельно содержит адъювант, который выбран из группы, состоящей из агониста TLR-1, агониста TLR-2, 

агониста TLR-3, агониста TLR-4, агониста TLR-5, агониста TLR-6, агониста TLR-7, агониста TLR-8, аго-

ниста TLR-9 или их сочетания. 

В одном варианте осуществления настоящего изобретения используют агонист TLR, который спо-

собен вызвать ответ в виде передачи сигнала через TLR-1. Соответственно агонист TLR, способный вы-

зывать ответ в виде передачи сигнала через TLR-1, выбран из триацилированных липопептидов (LP); 

растворимого в феноле модулина; LP Mycobacterium tuberculosis; S-(2,3-бис-(пальмитоилокси)-(2-RS)-

пропил)-N-пальмитоил-(R)-цис-(S)-Ser-(S)-Lys(4)-ОН, тригидрохлорида (Pam3Cys)-LP, который имити-

рует ацетилированный аминоконец бактериального липопротеида и LP OspA из Borrelia burgdorferi. 

В альтернативном варианте используют агонист TLR, который способен вызывать ответ в виде пе-

редачи сигнала через TLR-2. Соответственно агонистом TLR, способным вызывать ответ в виде передачи 

сигнала через TLR-2, является одно или несколько из следующих средств: липопротеид, пептидогликан, 

бактериальный липопептид из М. tuberculosis, В. burgdorferi или Т. pallidum; пептидогликаны некоторых 

видов, включая Staphylococcus aureus; липотейхоевые кислоты, маннуроновые кислоты, порины 

Neisseria, бактериальные фимбрии, факторы вирулентности Yersina, вирионы CMV, гемагглютинин ви-

руса кори и зимозан дрожжей. 

В альтернативном варианте используют агонист TLR, который способен вызывать ответ в виде пе-

редачи сигнала через TLR-3. Соответственно агонистом TLR, способным вызывать ответ в виде передачи 

сигнала через TLR-3, является двунитевая РНК (днРНК) или полиинозиновая-полицитидиловая кислота 

(поли-IC), молекулярная картина нуклеиновых кислот, ассоциированная с вирусной инфекцией. 

В альтернативном варианте используют агонист TLR, который способен вызывать ответ в виде пе-

редачи сигнала через TLR-5. Соответственно агонистом TLR, способным вызывать ответ в виде передачи 

сигнала через TLR-5, является бактериальный флагеллин. 

В альтернативном варианте используют агонист TLR, который способен вызывать ответ в виде пе-

редачи сигнала через TLR-6. Соответственно агонистом TLR, способным вызывать ответ в виде передачи 

сигнала через TLR-6, является липопротеид микобактерий, диацилированный LP и растворимый в фено-

ле модулин. Дополнительные агонисты TLR6 описаны в WO 2003/043572. 

В альтернативном варианте используют агонист TLR, который способен вызывать ответ в виде пе-

редачи сигнала через TLR-7. Соответственно агонистом TLR, способным вызывать ответ в виде передачи 

сигнала через TLR-7, является однонитевая РНК (онРНК), локсоридин, аналог гуанозина в положениях 

N7 и С8 или соединение имидазохинолина или его производное. В одном варианте агонистом TLR явля-

ется имиквимод. Дополнительные агонисты TLR7 описаны в WO 2002/085905. 

В альтернативном варианте используют агонист TLR, который способен вызывать ответ в виде пе-

редачи сигнала через TLR-8. Соответственно агонистом TLR, способным вызывать ответ в виде передачи 

сигнала через TLR-8, является однонитевая РНК (онРНК), молекула имидазохинолина с противовирус-

ной активностью, например резиквимод (R848); резиквимод также может распознаваться TLR-7. Другие 

агонисты TLR-8, которые можно использовать, включают агонисты, описанные в WO 2004/071459. 

В альтернативном варианте используют агонист TLR, который способен вызывать ответ в виде пе-

редачи сигнала через TLR-9. В одном варианте агонистом TLR, способным вызывать ответ в виде пере-

дачи сигнала через TLR-9, является HSP90. Альтернативно, агонистом TLR, способным вызывать ответ в 

виде передачи сигнала через TLR-9, является бактериальная или вирусная ДНК, ДНК, содержащая неме-

тилированные нуклеотиды CpG, в частности контексты последовательности, известные как мотивы CpG. 

CpG-содержащие олигонуклеотиды преимущественно индуцируют Th1-ответ. Такие олигонуклеотиды 

хорошо известны и описаны, например, в WO 96/02555, WO 99/33488 и патентах США № 6008200 и 

5856462. Соответственно CpG-нуклеотиды являются CpG-олигонуклеотидами. Подходящими олигонук-

леотидами для применения в иммуногенных композициях согласно настоящему изобретению являются 

CpG-содержащие олигонуклеотиды, необязательно содержащие два или более мотивов динуклеотидов 

CpG, разделенных по меньшей мере тремя, в соответствующих случаях по меньшей мере шестью или 

большим количеством нуклеотидов. Мотив CpG представляет собой цитозиновый нуклеотид, за которым 

следует гуаниновый нуклеотид. CpG-олигонуклеотиды согласно настоящему изобретению обычно пред-
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ставляют собой дезоксинуклеотиды. В конкретном варианте между нуклеотидами в олигонуклеотиде 

присутствует фосфородитиоат, или соответственно фосфоротиоатная связь, хотя фосфодиэфирные и 

другие межнуклеотидные связи входят в объем изобретения. Также в объем изобретения входят олиго-

нуклеотиды со смешанными межнуклеотидными связями. Способы получения фосфоротиоатных олиго-

нуклеотидов или фосфородитиоаты описаны в патентах США № 5666153, 5278302 и в WO 95/26204. 

Другие адъюванты, которые можно использовать в иммуногенных композициях с антигенами PreF, 

например, отдельно или в сочетании с 3D-MPL или другим адъювантом, описанным в настоящей публи-

кации, являются сапонины, такие как QS21. 

Сапонины обсуждаются в публикации Lacaille-Dubois M. and Wagner H. (1996, A review of the bio-

logical and pharmacological activities of saponins. Phytomedicine, vol. 2, p. 363-386). Сапонины являются 

стероидными или тритерпеновыми гликозидами, широко распространенными в царствах растений и 

морских животных. Сапонины предлагали для образования коллоидных растворов в воде, которые пе-

нятся при встряхивании, и для преципитации холестерина. Когда сапонины находятся вблизи клеточных 

мембран, они создают подобные порам структуры в мембране, что приводит к разрыву мембраны. Гемо-

лиз эритроцитов является примером такого явления, которое обусловлено свойством некоторых, но не 

всех, сапонинов. 

Сапонины известны в качестве адъювантов в вакцинах для системного введения. Адъювантная и 

гемолитическая активность отдельных сапонинов широко исследована в данной области (Lacaille-Dubois 

и Wagner, выше). Например, Quil А (получаемый из коры южноамериканского дерева Quillaja Saponaria 

Molina) и его фракции описаны в US 5057540 и в публикации "Saponins as vaccine adjuvants", Kensil, С.R., 

Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Syst., 1996, 12 (1-2): 1-55 и в ЕР 0362279 B1. Структуры частиц, называемых 

иммуностимулирующими комплексами (ISCOMS), содержащие фракции Quil А, являются гемолитиче-

скими и были использованы в производстве вакцин (Morein, В., ЕР 0109942 B1; WO 96/11711; WO 

96/33739). Гемолитические сапонины QS21 и QS17 (очищенные с использованием ВЭЖХ фракции Quil 

А) описаны как сильные системные адъюванты, и способ их получения описан в патенте США № 

5057540 и в ЕР 0362279 В1, которые включены в настоящее описание в виде ссылки. Другие сапонины, 

которые применяли в исследованиях системной вакцинации, включают сапонины, полученные из других 

видов растений, таких как Gypsophila и Saponaria (Bomford et al., Vaccine, 10(9): 572-577, 1992). 

QS21 представляет собой очищенную с использованием ВЭЖХ нетоксичную фракцию, получен-

ную из коры Quillaja Saponaria Molina. Способ получения QS21 описан в патенте США № 5057540. Нере-

актогенные адъювантные препараты, содержащие QS21, описаны в WO 96/33739. Вышеуказанные пуб-

ликации включены в настоящее описание в виде ссылки. Указанный иммунологически активный сапо-

нин, такой как QS21, можно использовать в количествах от 1 до 50 мкг на дозу для человека в иммуно-

генной композиции. 

Преимущественно QS21 используют на уровне примерно 25 мкг, например 20-30 мкг, в соответст-

вующих случаях 21-29 мкг, или 22-28 мкг, или 23-27 мкг, или 24-26 мкг, или 25 мкг. В другом варианте 

доза иммуногенной композиции для человека содержит QS21 на уровне примерно 10 мкг, например от 5 

до 15 мкг, в соответствующих случаях 6-14 мкг, например 7-13 мкг, или 8-12 мкг, или 9-11 мкг, или 10 

мкг. В следующем варианте доза иммуногенной композиции для человека содержит QS21 на уровне 

примерно 5 мкг, например 1-9 мкг, или 2-8 мкг, или в соответствующем случае 3-7 мкг, или 4-6 мкг, или 

5 мкг. Показано, что такие препараты, содержащие QS21 и холестерин, являются успешными Th1-

стимулирующими адъювантами в случае приготовления вместе с антигеном. Таким образом, например, 

полипептиды PreF предпочтительно можно использовать в иммуногенных композициях с адъювантом, 

содержащим сочетание QS21 и холестерина. 

Необязательно адъювант также может содержать неорганические соли, такие как соли алюминия 

или кальция, в частности гидроксид алюминия, фосфат алюминия и фосфат кальция. Например, адъю-

вант, содержащий 3D-MPL в сочетании с солью алюминия (например, гидроксидом алюминия или 

"квасцами"), является подходящим для приготовления иммуногенной композиции, содержащей антиген 

PreF, для введения человеку. 

Другой класс подходящих смещающих в сторону Th1 адъювантов для применения в препаратах ан-

тигенов PreF включает основанные на ОМР иммуностимулирующие композиции. Основанные на ОМР 

иммуностимулирующие композиции особенно применимы в качестве мукозных адъювантов, например, 

для интраназального введения. Основанные на ОМР иммуностимулирующие композиции составляют 

род препаратов белков наружной мембраны (ОМР, включая некоторые порины) грамотрицательных бак-

терий, таких как, например, но без ограничения, виды Neisseria (см., например, Lowell et al., J. Exp. Med. 

167:658, 1988; Lowell et al., Science 240:800, 1988; Lynch et al., Biophys. J. 45:104, 1984; Lowell, in "New 

Generation Vaccines" 2nd ed.. Marcel Dekker, Inc., New York, Basil, Hong Kong, p. 193, 1997; U.S. Pat. No. 

5726292; U.S. Pat. No. 4707543), патент США № 5726292, патент США № 4707543), которые применимы 

в качестве носителя или в композициях для иммуногенов, таких как бактериальные или вирусные анти-

гены. Некоторые основанные на ОМР иммуностимулирующие композиции могут быть названы "протео-

сомами", которые являются гидрофобными и безопасными для применения на человеке. Протеосомы 

обладают способностью к самосборке в везикулы или везикулоподобные кластеры ОМР размером при-



023054 

- 26 - 

мерно от 20 до примерно 800 нм, и к нековалентному включению, координированию, ассоциации (на-

пример, электростатически или гидрофобно) или иной кооперации с белковыми антигенами (Аг), осо-

бенно антигенами, которые имеют гидрофобный компонент. Любой способ получения, который в ре-

зультате дает компонент белка наружной мембраны в форме везикул или в везикулоподобной форме, 

включая состоящие из многомолекулярных мембран структуры или композиции ОМР в подобной рас-

плавленной глобуле форме, содержащие один или несколько ОМР, включен в определение протеосомы. 

Протеосомы могут быть получены, например, как описано в данной области (см., например, патент США 

№ 5726292 или патент США № 5985284). Протеосомы также могут содержать эндогенный липополиса-

харид или липоолигосахарид (ЛПС или ЛОС соответственно), происходящие из бактерий, используемых 

для получения поринов ОМР (например, вида Neisseria), которые обычно составляют менее чем 2% от 

общего препарата ОМР. 

Протеосомы, главным образом, состоят из химически экстрагированных белков наружной мембра-

ны (ОМР) из Neisseria menigitidis (чаще всего поринов А и В, а также ОМР класса 4), поддерживаемых в 

растворе с помощью детергента (Lowell G.H. Proteosomes for Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. 

In: Levine M.M., Woodrow G.C., Kaper J.B., Cobon G.S., eds, New Generation Vaccines. New York: Marcel 

Dekker, Inc. 1997; 193-206). Протеосомы могут быть приготовлены с разными антигенами, такими как 

очищенные или рекомбинантные белки, полученные из вирусных источников, включая полипептиды 

PreF, описанные в настоящей публикации, например, с использованием диафильтрации или традицион-

ных способов диализа. Постепенное удаление детергента обеспечивает возможность для образования 

гидрофобных комплексов в виде частиц диаметром примерно 100-200 нм (Lowell G.H. Proteosomes for 

Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. In: Levine M.M., Woodrow G.C., Kaper J.B., Cobon G.S., eds, 

New Generation Vaccines. New York: Marcel Dekker, Inc. 1997; 193-206). 

"Протеосома: ЛПС или протоллин" в используемом в настоящем описании смысле относится к пре-

паратам протеосом, смешанных, например, в результате экзогенного добавления по меньшей мере с од-

ним видом липополисахарида, для получения композиции ОМР-ЛПС (которая может функционировать в 

качестве иммуностимулирующей композиции). Таким образом, композиция ОМР-ЛПС может состоять 

из двух основных компонентов протоллина, которые включают (1) препарат протеосом на основе белков 

наружной мембраны (например, Projuvant), полученный из грамотрицательных бактерий, таких как Neis-

seria meningitidis, и (2) препарат одного или нескольких липосахаридов. Липоолигосахарид может быть 

эндогенным (например, природно входящим в препарат протеосом на основе ОМР), его можно смеши-

вать или сочетать с препаратом ОМР в случае получения экзогенного липоолигосахарида (например, 

получения из другой культуры или микроорганизма, чем культура или микроорганизм, из которого по-

лучен препарат ОМР), или возможно сочетание указанных вариантов. Такой экзогенно добавляемый 

ЛПС может быть из той же грамотрицательной бактерии, из которой получают препарат ОМР, или из 

другой грамотрицательной бактерии. Также следует понимать, что протоллин необязательно содержит 

липиды, гликолипиды, гликопротеиды, малые молекулы или тому подобное и их сочетания. Протоллин 

может быть получен, например, как описано в публикации заявки на выдачу патента США № 

2003/0044425. 

Сочетания разных адъювантов, таких как адъюванты, упоминаемые выше, также можно использо-

вать в композициях с антигенами PreF. Например, как уже отмечалось, QS21 может быть приготовлен 

вместе с 3D-MPL. Соотношение QS21:3D-MPL обычно может быть порядка от 1:10 до 10:1; например от 

1:5 до 5:1, и часто, по существу, 1:1. Обычно соотношение находится в диапазоне от 2,5:1 до 1:1 3D-

MPL:QS21. Препарат с другим сочетанием адъювантов включает 3D-MPL и соль алюминия, например 

гидроксид алюминия. В случае приготовления в сочетании такое сочетание может усиливать антиген-

специфичный иммунный ответ Th1. 

В некоторых случаях адъювантный препарат содержит минеральную соль, такую как соль кальция 

или алюминия (квасцы), например фосфат кальция, фосфат алюминия или гидроксид алюминия. В слу-

чае присутствия квасцов, например, в сочетании с 3D-MPL количество обычно составляет примерно от 

100 мкг до 1 мг, например около 100 мкг, или примерно от 200 мкг до примерно 750 мкг, например около 

500 мкг на дозу. 

В некоторых вариантах адъювант содержит масляную и водную эмульсию, например эмульсию ти-

па масло-в-воде. Один пример эмульсии типа масло-в-воде содержит метаболизируемое масло, такое как 

сквален, токол, такой как токоферол, например альфа-токоферол, и поверхностно-активное вещество, 

такое как триолеат сорбитана (Span 85) или моноолеат полиоксиэтиленсорбитана (твин 80), в водном 

носителе. В некоторых вариантах эмульсия типа масло-в-воде не содержит никаких дополнительных 

иммуностимуляторов (в частности, не содержит нетоксичного производного липида А, такого как 3D-

MPL, или сапонина, такого как QS21). Водным носителем может быть, например, фосфатно-солевой бу-

фер. Кроме того, эмульсия типа масло-в-воде может содержать span 85, и/или лецитин, и/или трикапри-

лин. 

В другом варианте изобретения предлагается композиция вакцины, содержащая антиген или анти-

генную композицию и адъювантную композицию, содержащую эмульсию типа масло-в-воде и необяза-

тельно один или несколько дополнительных иммуностимуляторов, при этом указанная эмульсия типа 
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масло-в-воде содержит 0,5-10 мг метаболизируемого масла (в соответствующих случаях сквалена), 0,5-

11 мг токола (в соответствующих случаях токоферола, такого как альфа-токоферол) и 0,4-4 мг эмульга-

тора. 

В одном конкретном варианте адъювантный препарат содержит 3D-MPL, полученный в форме 

эмульсии, такой как эмульсия типа масло-в-воде. В некоторых случаях эмульсия имеет небольшой раз-

мер части, менее 0,2 мкм в диаметре, как описано в WO 94/21292. Например, частицы 3D-MPL могут 

быть достаточно мелкими, чтобы их можно было стерильно фильтровать через мембрану 0,22 мкм (как 

описано в Европейском патенте № 0689454). Альтернативно, 3D-MPL может быть получен в форме ли-

посомного препарата. Необязательно адъювант, содержащий 3D-MPL (или его производное), также со-

держит дополнительный иммуностимулирующий компонент. 

Адъювант выбирают так, чтобы он был безопасен и эффективен в популяции, в которой вводят им-

муногенную композицию. В случае популяций взрослых и пожилых людей препараты обычно содержат 

больше адъювантного компонента, чем обычно содержится в препарате для маленьких детей. В конкрет-

ных препаратах с использованием эмульсии типа масло-в-воде такая эмульсия может содержать допол-

нительные компоненты, например, такие как холестерин, сквален, альфа-токоферол и/или детергент, та-

кой как твин-80 или span 85. В иллюстративных препаратах такие компоненты могут присутствовать в 

следующих количествах: примерно 1-50 мг холестерина, 2-10% сквалена, от 2 до 10% альфа-токоферола 

и от 0,3 до 3% твина-80. Обычно соотношение сквален:альфа-токоферол меньше или равно 1, так как 

такое соотношение обеспечивает более стабильную эмульсию. В некоторых случая препарат также мо-

жет содержать стабилизатор. 

В том случае, когда иммуногенную композицию с полипептидным антигеном PreF готовят для вве-

дения маленьким детям, определяют дозу адъюванта, чтобы она была эффективной и относительно нере-

актогенной у ребенка. В общем, доза адъюванта в препарате для детей младшего возраста ниже (напри-

мер, доза может составлять часть дозы, имеющейся в препарате для введения взрослым), чем доза, ис-

пользуемая в препаратах, предназначенных для введения взрослому человеку (например, взрослым в 

возрасте 65 лет и старше). Например, количество 3D-MPL обычно находится в диапазоне 1-200 мкг, на-

пример 10-100 мкг или 10-50 мкг на дозу. Доза для детей младшего возраста обычно соответствует ниж-

нему пределу указанного диапазона, например примерно от 1 до примерно 50 мкг, например примерно от 

2 или примерно от 5, или примерно от 10, примерно до 25 или примерно до 50 мкг. Обычно в случае ис-

пользования в препарате QS21 диапазоны сравнимы (и соответствуют соотношениям, указанным выше). 

В случае масляной и водной эмульсии (например, эмульсии типа масло-в-воде) доза адъюванта, предла-

гаемая детям или младенцам, может составлять часть от дозы, вводимой взрослому человеку. Демонст-

рация эффективности иммуногенных композиций, содержащих антиген PreF в сочетании с различными 

дозами иллюстративного адъюванта типа масло-в-воде, приведена в примере 9. 

Иммуногенная композиция обычно содержит иммунопротекторное количество (или его дробную 

дозу) антигена и может быть получена обычными способами. Получение иммуногенных композиций, 

включая композиции для введения человеку, в общем описано в Pharmaceutical Biotechnology, Vol. 61 

Vaccine Design-the subunit and adjuvant approach, edited by Powell and Newman, Plenum Press, 1995. New 

Trends and Developments in Vaccines, edited by Voller et al., University Park Press, Baltimore, Maryland, 

U.S.A. 1978. Инкапсулирование в липосомы описано, например, Fullerton в патенте США 4235877. 

Конъюгирование белков с макромолекулами описано, например, Likhite в патенте США 4372945 и Armor 

с соавт. в патенте США 4474757. 

Обычно количество белка в каждой дозе иммуногенной композиции выбирают в виде количества, 

которое индуцирует иммунопротекторный ответ без существенных неблагоприятных побочных эффек-

тов у обычного человека. Иммунопротекторный в данном контексте необязательно означает полную за-

щиту от инфекции; термин означает защиту от симптомов или заболевания, особенно тяжелого заболе-

вания, ассоциированного с вирусом. Количество антигена может варьировать в зависимости от того, ка-

кой конкретный иммуноген используют. Обычно предполагается, что каждая доза для человека будет 

содержать 1-1000 мкг белка, например примерно от 1 до примерно 100 мкг, например примерно от 1 до 

примерно 50 мкг, например примерно 1, примерно 2, примерно 5, примерно 10, примерно 15, примерно 

20, примерно 25, примерно 30, примерно 40 или примерно 50 мкг. Количество, используемое в иммуно-

генной композиции, выбирают в зависимости от популяции человека (например, детей младшего возрас-

та или пожилых людей). Оптимальное количество для конкретной композиции можно установить стан-

дартными исследованиями, заключающимися в определении титров антител и других ответов у челове-

ка. После начальной вакцинации пациенты могут быть подвергнуты бустер-иммунизации примерно че-

рез 4 недели. 

Следует отметить, что независимо от выбранного адъюванта концентрацию конечного препарата 

вычисляют так, чтобы она была безопасной и эффективной в целевой популяции. Например, иммуноген-

ные композиции, предназначенные для того, чтобы вызвать иммунный ответ против РСВ у человека, 

предпочтительно вводят детям младшего возраста (например, детям от рождения до 1 года, например в 

возрасте от 0 до 6 месяцев, возрасте введения начальной дозы). Иммуногенные композиции, предназна-

ченные для того, чтобы вызвать иммунный ответ против РСВ, также предпочтительно вводят пожилым 
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людям (например, отдельно или в сочетании с антигенами других патогенов, ассоциированных с COPD). 

Будет понятно, что выбор адъюванта может отличаться при разных применениях, и оптимальный адъю-

вант и концентрация для каждой ситуации могут быть определены эмпирически специалистами в данной 

области. 

В некоторых вариантах иммуногенные композиции представляют собой вакцины, которые умень-

шают или предотвращают инфекцию РСВ. В некоторых вариантах иммуногенные композиции представ-

ляют собой вакцины, которые уменьшают или предотвращают патологический ответ после инфекции 

РСВ. Необязательно иммуногенные композиции, содержащие антиген PreF, готовят по меньшей мере с 

одним дополнительным антигеном другого патогенного организма, отличного от РСВ. Например, пато-

генным организмом может быть патоген дыхательных путей (такой как вирус или бактерия, которая вы-

зывает инфекцию дыхательных путей). В некоторых случаях иммуногенная композиция содержит анти-

ген, полученный из другого патогенного вируса, отличного от РСВ, такого как вирус, который вызывает 

инфекцию дыхательных путей, такого как вирус гриппа или парагриппа. В других вариантах дополни-

тельные антигены выбраны для облегчения введения или уменьшения количества прививок, необходи-

мых для защиты от множества инфекционных организмов. Например, антиген может быть получен из 

любого одного или нескольких организмов, вызывающих, наряду с прочим, грипп, гепатит В, дифтерию, 

столбняк, коклюш, а также Hemophilus influenza, вируса полиомиелита, Streptococcus или Pneumococcus. 

Соответственно применение антигенов PreF или нуклеиновых кислот, которые их кодируют, в пре-

парате лекарственного средства для лечения (либо терапевтического после, либо профилактического до) 

воздействия или инфекции РСВ также является отличительным признаком настоящего изобретения. По-

добным образом, способы вызывания иммунного ответа против РСВ у пациента являются отличитель-

ным признаком настоящего изобретения. Такие способы включают введение иммунологически эффек-

тивного количества композиции, содержащей антиген PreF, пациенту, такому как человек. Обычно ком-

позиция содержит адъювант, который вызывает смещенный в сторону Th1 иммунный ответ. Компози-

цию готовят так, чтобы она вызывала иммунный ответ, специфичный для РСВ, без усиления вирусного 

заболевания после контакта с РСВ. То есть композицию готовят для получения смещенного в сторону 

Th1 иммунного ответа, который уменьшает или предотвращает инфекцию РСВ и/или уменьшает или 

предотвращает патологический ответ после инфекции РСВ. Хотя композиция может быть введена мно-

жеством разных путей, чаще всего иммуногенные композиции доставляют внутримышечным или интра-

назальным путем введения. 

Иммуногенная композиция обычно содержит иммунопротекторное количество (или его дробную 

дозу) антигена и может быть получена обычными способами. Получение иммуногенных композиций, 

включая композиции для введения человеку, в общем описано в Pharmaceutical Biotechnology, Vol. 61 

Vaccine Design-the subunit and adjuvant approach, edited by Powell and Newman, Plenum Press, 1995. New 

Trends and Developments in Vaccines, edited by Voller et al., University Park Press, Baltimore, Maryland, 

U.S.A. 1978. Инкапсулирование в липосомы описано, например, Fullerton в патенте США 4235877. 

Конъюгирование белков с макромолекулами описано, например, Likhite в патенте США 4372945 и Armor 

с соавт. в патенте США 4474757. 

Обычно количество белка в каждой дозе иммуногенной композиции выбирают в виде количества, 

которое индуцирует иммунопротекторный ответ без существенных неблагоприятных побочных эффек-

тов у обычного человека. Иммунопротекторный в данном контексте необязательно означает полную за-

щиту от инфекции; термин означает защиту от симптомов или заболевания, особенно тяжелого заболе-

вания, ассоциированного с вирусом. Количество антигена может варьировать в зависимости от того, ка-

кой конкретный иммуноген используют. Обычно предполагается, что каждая доза для человека будет 

содержать 1-1000 мкг белка, например примерно от 1 до примерно 100 мкг, например примерно от 1 до 

примерно 50 мкг, например примерно 1, примерно 2, примерно 5, примерно 10, примерно 15, примерно 

20, примерно 25, примерно 30, примерно 40 или примерно 50 мкг. Количество, используемое в иммуно-

генной композиции, выбирают в зависимости от популяции человека (например, детей младшего возрас-

та или пожилых людей). Оптимальное количество для конкретной композиции можно установить стан-

дартными исследованиями, заключающимися в определении титров антител и других ответов у челове-

ка. После начальной вакцинации пациенты могут быть повергнуты бустер-иммунизации примерно через 

4-12 недель. Например, при введении иммуногенной композиции, содержащей антиген PreF, ребенку 

начальную и последующие прививки можно вводить, совмещая их с другими вакцинами, вводимыми в 

этот период. 

Следующие примеры предлагаются для иллюстрации некоторых конкретных признаков и/или ва-

риантов. Такие примеры не следует интерпретировать как ограничение изобретения конкретными опи-

санными признаками или вариантами. 
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Примеры 

Пример 1. Иллюстративные антигены PreF. 

Антиген PreF модифицировали по сравнению с нативным белком F0 РСВ, чтобы стабилизировать 

белок в его конформации, имеющейся до слияния, на основе прогнозирования того, что иммунный ответ, 

генерируемый по отношению к конформации F до слияния предпочтительно может включать антитела, 

которые могут предотвращать связывание, изменение конформации и/или другие события, вовлеченные 

в слияние с мембраной, тем самым повышая эффективность защитной реакции. 

Фиг. 1А и В схематично иллюстрируют характерные особенности F0 РСВ и примеров рекомбинант-

ных антигенов PreF. На фиг. 1А представлен белок F0 РСВ. F0 является пребелком, состоящим из 574 

аминокислот. Пребелок F0 протеолитически процессируется и гликозилируется после трансляции. Сиг-

нальный пептид, который удаляется позже сигнальной пептидазой, направляет транслированный пребе-

лок F0 в эндоплазматическую сеть (ЭС). Затем образовавшийся пептид в ЭС N-гликозилируется в не-

скольких участках (указанных треугольниками). Расщепление фурином F0 приводит к образованию пеп-

тидных доменов F2 и F1, которые подвергаются фолдингу и собираются вместе в виде тримера гетеро-

димеров F2-F1 (то есть трижды F2-F1). В своем нативном состоянии F-белок заякорен в мембране транс-

мембранной спиралью в С-концевой области. Дополнительными признаками полипептида F0 являются 

15 остатков цистеина, 4 характерных эпитопа нейтрализации, 2 двухспиральных области и мотив липи-

дизации. Фиг. 1В иллюстрирует характерные признаки примеров антигенов PreF. Чтобы сконструиро-

вать антиген PreF, полипептид F0 модифицировали, чтобы стабилизировать имеющуюся до слияния кон-

формацию F-белка, таким образом сохраняя доминантные иммуногенные эпитопы F-белка, которые пре-

зентируются вирусом РСВ перед связыванием и слиянием с клетками-хозяевами. Следующие стабилизи-

рующие мутации вводили в антиген PreF по сравнению с полипептидом F0. Во-первых, стабилизирую-

щий суперспирализованный домен помещали на С-конце внеклеточного домена полипептида F0, заменяя 

заякоривающий в мембране домен F0. Во-вторых, удаляли пептид рер27 (расположенный между домена-

ми F2 и F1 в нативном белке). В-третьих, удаляли оба мотива для фурина. В альтернативных вариантах 

(обозначенных PreF_V1 и PreF_V2) к С-концевому домену добавляли иммунологически активную часть 

(например, аминокислоты 149-229) G-белка РСВ. 

В других вариантах вводили модификации, чтобы изменить (увеличить или уменьшить) гликозили-

рование и/или уменьшить расщепление протеазой, отличной от фурина. 

Пример 2. Получение и очистка рекомбинантного белка PreF из клеток СНО. 

Рекомбинантную полинуклеотидную последовательность, кодирующую иллюстративный антиген 

PreF, вводили в клетки-хозяева СНО для получения антигена PreF. Временно трансфицированные клет-

ки-хозяева или размноженные стабильные популяции, содержащие введенную полинуклеотидную по-

следовательность, выращивали в среде и в условиях, подходящих для роста в соответствующем масшта-

бе для требуемой цели (например, как в общем описано в публикации Freshney (1994) Culture of Animal 

Cells, a Manual of Basic Technique, third edition, Wiley-Liss, New York и цитированных в указанной публи-

кации ссылках). Обычно клетки выращивают в бессывороточной среде во встряхиваемых флаконах при 

37°С с 5% CO2 и пересевают с интервалами в 2-3 дня или выращивают в биореакторах при 29°С с рО2, 

поддерживаемым на уровне 20%. 

Чтобы извлечь рекомбинантный антиген PreF, культуру клеток центрифугируют и надосадок куль-

туры клеток хранят примерно при -80°С вплоть до использования. Для дальнейшего анализа аликвоты 

культуры клеток объемом 2 л разбавляли в 2 раза очищенной водой и значение рН доводили до 9,5, ис-

пользуя NaOH. Надосадок загружали со скоростью 14 мл/мин на ионообменную колонку с Q-сефарозой 

FF (60 мл, 11,3 см), уравновешенную в 20 мМ пиперазине, рН 9,5. После промывки колонки начальным 

буфером осуществляли элюирование градиентом NaCl от 0 до 0,5 М NaCl 20 об. колонки (объем фракций 

10 мл). Фракции анализировали, используя SDS-ПААГ-гель с окрашиванием серебром и Вестерн-блот. 

Затем фракции, содержащие основную часть белка PreF, объединяли перед дальнейшей обработкой. 

В объединенных элюированных фракциях со стадии Q step (~130 мл) заменяли буфер на 10 мМ 

фосфат, рН 7,0, используя лабораторную систему TFF Millipore с мембранной кассетой Pellicon XL PES 

Biomax 100 (предел отсечения по М.м. 10000 кД). Полученный материал имел рН 7,0 и проводимость 1,8 

мСм/см. 100 мл такого образца нагружали со скоростью 5 мл/мин на гель гидроксиапатита типа II (НА 

TII) объемом 10 мл (XK 16, высота=5 см), уравновешенный 10 мМ РО4 (Na)-буфером, рН 7,0. После про-

мывки колонки начальным буфером осуществляли элюирование, используя градиент от 10 до 200 мМ 

РО4 (Na), рН 7,0 в 20 об. колонки. Фракции снова анализировали в SDS-ПААГ с окрашиванием серебром 

и Кумасси синим и позитивные фракции объединяли. 

После аффинной хроматографии объединенные фракции концентрировали и буфер заменяли на 

DPBS (рН ~7,4), используя блок для концентрирования Vivaspin 20, предел отсечения по молекулярной 

массе 10000 кД. Объем конечного продукта составлял примерно 13 мл. Концентрация белка составляла 

195 мкг/мл, как было определено с использованием анализа по Лоури. Чистота составляла более 95%. 

Такой очищенный препарат антигена PreF стерильно фильтровали и хранили при -20°С до использова-

ния. 
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Пример 3. Характеристика рекомбинантного белка PreF, полученного в клетках СНО. 

Рекомбинантный белок PreF, полученный в клетках СНО, характеризовали, используя проточное 

фракционирование в асимметричном поле (AFF-MALS), и сравнивали с химерным антигеном, содержа-

щим F-белковые и G-белковые компоненты РСВ. AFF-MALS обеспечивает возможность разделения ви-

дов белков в соответствии с размером их молекул в потоке жидкости с минимальным взаимодействием с 

матриксом и дополнительный анализ с использованием многоуглового светорассеяния для точного опре-

деления молекулярной массы. На фиг. 2А показано, что более чем 65% очищенного FG-материала нахо-

дится в виде высокомолекулярных олигомеров (1000-100000 кД) в конечном буфере PBS, при этом 3% 

остается в мономерной форме. 

На фиг. 2В показано, что до 73% очищенного белка PreF подвергается фолдингу в свою тримерную 

форму в PBS-буфере. 10% материала находится в виде олигомеров с молекулярной массой от 1000 до 

20000 кД. Полученные результаты показывают, что рекомбинантный белок PreF, экспрессированный в 

клетках СНО, подвергается фолдингу в виде тримера, как прогнозируется для нативного состояния. 

Очищенный белок PreF также поперечно сшивали, используя глутаральдегид, с двумя целями: под-

твердить растворимую природу белка в растворе фосфатного буфера и создать агрегаты для сравнитель-

ной оценки in vivo с FG-белком (см. пример 7 ниже). Использование поперечного сшивания глутаральде-

гидом известно для осуществления хорошей оценки четвертичной структуры белка и описано в публика-

циях Biochemistry, 36: 10230-10239 (1997); Eur. J. Biochem., 271: 4284-4292 (2004)). 

Белок инкубировали с 1, 2 и 5% поперечно сшивающего агента глутаральдегида в течение 4 ч при 

4°С и реакцию блокировали добавлением NaBH4. Избыток глутаральдегида удаляли обессоливанием на 

колонке в PBS-буфере. Полученный белок количественно оценивали на основе оптической плотности 

при 280 нм и оценивали в SDS-ПААГ в денатурирующих и восстанавливающих условиях. Было опреде-

лено, что основанная часть очищенного рекомбинантного PreF мигрирует в виде тримера в растворе 

PBS. Повышение температуры инкубации до 23°С требовалось для превращения большей части тример-

ного белка в высокомолекулярные агрегаты, как было подтверждено с использованием SDS-ПААГ. 

Пример 4. Ингибирование нейтрализации in vitro антигеном антиген PreF. 

Сыворотку человека, полученную от добровольцев, подвергали скринингу в отношении реактивно-

сти против РСВ А в ELISA и использовали в анализе ингибирования нейтрализации (NI) в соответст-

вующем разведении на основании предварительного титрования потенциала нейтрализации РСВ, уста-

новленного для каждого образца сыворотки. Коротко, сыворотку смешивали с белками-ингибиторами 

(PreF или контрольным белком, по существу, соответствующим химерному FG, описанному в патенте 

США № 5194595, названному RixFG) в концентрациях 25 мкг/мл в DMEM с 50% средой 199-Н, содер-

жащей 0,5% FBS, 2 мМ глутамина, 50 мкг/мл гентамицина (все препараты из Invitrogen), и инкубировали 

в течение 1,5-2 ч при 37°С на вращающемся столике. 20 мкл разведенной сыворотки и белков смешивали 

в 96-луночном планшете с круглым дном с РСВ А, оттитрованным для оптимизации диапазона ингиби-

рования для каждого образца сыворотки. Полученные смеси инкубировали в течение 20 мин при 33°С в 

5% СО2, чтобы поддерживать рН. 

Смеси сыворотка-ингибитор-вирус затем помещали в предварительно засеянные клеткам Vero 96-

луночные планшеты с плоским дном и инкубировали в течение 2 ч при 33°С перед добавлением 160 мл 

среды. Затем планшеты инкубировали в течение 5-6 дней при 33°С с 5% СО2 вплоть до анализа имму-

нофлуоресценции для определения титра NI. После фиксации в течение 1 ч 1% параформальдегидом в 

фосфатно-солевом буфере (PBS) планшеты блокировали 2% молоком/PBS и буфером для блокирования. 

Антитело козы против РСВ (Biodesign Internation; 1:400) добавляли в каждую лунку без промывки и ин-

кубировали в течение 2 ч при комнатной температуре (КТ). Образцы промывали 2 раза в PBS и в лунки 

добавляли антитело против IgG козы, конъюгированное с ФИТЦ (Sigma; 1:400) в блокирующем буфере. 

Планшеты снова инкубировали в течение 2 ч при комнатной температуре и промывали 2 раза, как указа-

но выше, перед регистрацией. Лунку считали позитивной, когда регистрировали >1 флуоресцирующего 

синцития. Вычисления 50% инфицирующую дозу для культуры ткани (TCID50) осуществляли, исполь-

зуя способ Спирмана-Кербера (SK), и процент NI вычисляли следующим образом: [(титр нейтрализации 

при 0 мкг/мл ингибитора - титр нейтрализации при 25 мкг/мл ингибитора)/титр нейтрализации при 0 

мкг/мл ингибитора]×100. Примеры результатов, показанных на фиг. 3, свидетельствуют, что PreF пре-

восходит FG в NI у 16/21 тестированных доноров. 

Пример 5. Антиген PreF является иммуногенным. 

Чтобы показать иммуногенность антигена PreF мышей дважды иммунизировали внутримышечно с 

двухнедельным интервалом, используя preF (6,5, 3,1, 0,63, 0,13 и 0,025 мкг/мл) и Th1-адъювант, содер-

жащий 3D-MPL и QS21 в соотношении 1/20 на дозу для человека ("AS01E") или preF (1, 0,2 и 0,04 

мкг/мл) и Th1-адъювант, содержащий 3D-MPL и квасцы в соотношении 1/10 на дозу для человека 

("AS04C"), и спустя три недели собирали сыворотку. Титр антиген-специфичных IgG-антител определя-

ли в объединенных образцах сыворотки в ELISA согласно стандартным способам. Коротко, 96-луночные 

планшеты покрывали очищенным инактивированным РСВ А, РСВ В и гомологичным preF-белком и ин-

кубировали в течение ночи при 4°С. Образцы сыворотки серийно разбавляли в блокирующем буфере, 

начиная с исходной концентрации 1:50, вместе с очищенным IgG мыши (Sigma, ON) в начальной кон-
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центрации 200 нг/мл и инкубировали в течение 2 ч при комнатной температуре. Связанное антитело вы-

являли, используя конъюгированное с пероксидазой хрена (HRP) антитело против IgG мыши (Sigma, 

ON). 3,3А,5,5А-тетраметилбензидин (ТМВ, BD Opt EIATM, BD Biosciences, ON) использовали в качестве 

субстрата для HRP. 50 мкл 1 М H2SO4 добавляли в каждую лунку, чтобы остановить реакцию. Значения 

оптической плотности для каждой лунки регистрировали при 450 нм, используя считывающее устройст-

во для микропланшетов Molecular Devices (Molecular Devices, USA). 

Типичные результаты, подробно изображенные на фиг. 4А и 4В, оказывают, что было вызвано об-

разование высоких титров против РСВ А и РСВ В после иммунизации антигеном PreF. 

Пример 6. PreF вызывает образование нейтрализующих антител. 

Наличие и количество нейтрализующих антител оценивали в образцах сыворотки мышей, иммуни-

зированных, как описано выше в примере 5. Объединенные сыворотки от иммунизированных животных 

серийно разбавляли, начиная с исходного разведения 1:8 в среде для РСВ в 96-луночных планшетах (20 

мкл/лунку). Контрольные лунки содержали только среду для РСВ или антитело козы против РСВ в раз-

ведении 1:50 (Biodesign international). 500-1000 инфицирующих доз типичного штамма РСВ А или В до-

бавляли в лунки и планшеты инкубировали в течение 20 мин при 33°С, 5% СО2, затем смесь переносили 

в 96-луночные планшеты с плоским дном, предварительно засеянные клетками Vera в концентрации 

1×10
5 

клеток/мл. Клетки инкубировали примерно в течение 2 ч при 33°С, 5% СО2, и повторно подпиты-

вали, затем инкубировали в течение 5-6 дней при такой же температуре. Надосадки удаляли; планшеты 

промывали PBS и прикрепленные клетки фиксировали 1% параформальдегидом в PBS в течение 1 ч с 

последующей непрямой иммунофлуоресценцией (IFA) с использованием первого антитела козы против 

РСВ и антитела против IgG козы-ФИТЦ для регистрации. 

Типичные результаты, показанные на фиг. 5А и 5В, соответственно демонстрируют, что значимые 

нейтрализующие антитела против обоих штаммов РСВ выявлены в сыворотке животных, иммунизиро-

ванных preF. 

Пример 7. PreF защищает от заражения РСВ. 

Мышей дважды иммунизировали внутримышечно с двухнедельным интервалом, как описано выше, 

и заражали через три недели после второй инъекции, используя РСВ А. Защиту от РСВ оценивали, изме-

ряя вирус, присутствующий в легких после заражения. Коротко, легкие от иммунизированных животных 

асептически извлекали после эвтаназии и промывали в среде для РСВ, используя 2 об. по 10 мл/легкое в 

пробирках объемом 15 мл. Затем легкие взвешивали и гомогенизировали по отдельности в среде для 

РСВ, используя автоматизированный гомогенизатор Поттера (Fisher, Nepean ON), и центрифугировали 

при 2655×g в течение 2 мин при 4°С. Вирус, присутствующий в надосадках, титровали, используя серий-

ные разведения (восемь повторов, начиная с 1:10), на предварительно посеянном монослое клеток Vero 

(ATCC № CCL-81) в 96-луночных планшетах и инкубировали в течение 6 дней. РСВ регистрировали с 

помощью непрямой IFA после фиксации в 1% параформальдегиде/PBS, рН 7,2, используя первое антите-

ло козы против РСВ и ФИТЦ-меченое второе антитело против IgG козы. 

Типичные результаты, показанные на фиг. 6А и 6В, демонстрируют, что дозы, равные или превы-

шающие 0,04 мкг при введении в присутствии адъюванта вызывают мощную защиту от РСВ. 

Пример 8. PreF не индуцирует рекрутинг эозинофилов в легких после заражения. 

Чтобы оценить способность антигена PreF провоцировать обостренное заболевание после иммуни-

зации и последующего заражения, группы мышей (5 мышей/групп) дважды иммунизировали, каждый 

раз используя (а) 10 мкг обработанного глутаральдегидом preF, (b) 10 мкг preF или (с) 10 мкг FG без 

адъюванта. Мышей заражали РСВ А через 3 недели после бустер-иммунизации и бронхоальвеолярный 

лаваж (BAL) осуществляли через 4 дня после заражения. Суммарные инфильтраты лейкоцитов в BAL 

подсчитывали на мышь, а также осуществляли дифференциальные подсчеты (300 клеток) на основе 

морфологии клеток макрофагов/моноцитов, нейтрофилов, эозинофилов и лимфоцитов. 

Суммарные количества клеток умножали на разные проценты эозинофилов для каждого животного. 

Представлены геометрические средние для группы с 95% доверительными интервалами. Типичные ре-

зультаты, показанные на фиг. 7, демонстрируют, что эозинофилы не подвергаются рекрутингу в легкие 

после иммунизации preF и заражения. Кроме того, полученные результаты свидетельствуют, что раство-

римая природа антигена PreF по сравнению со специально агрегированной формой preF (обработка глу-

таральдегидом) или антигеном FG (природно агрегированный) не благоприятствует эфозинофилам. 

Пример 9. Иммуногенность антигена PreF, приготовленного с разведениями адъюванта в виде 

эмульсии типа масло-в-воде. 

Мыши получали 250 нг preF, приготовленного в виде препарата с иллюстративным адъювантом ти-

па масло-в-воде, AS03A, в дозе, составляющей 1/10 от "полной" дозы для человека (AS03A), 10,70 мг 

сквалена, 11,88 мг DL-α-токоферола, 4,85 мг полисорбата 80, 
1
/2 дозы (AS03B), 

1
/4 дозы (AS03C) или без 

адъюванта. Контрольные мыши получали только AS03A или PBS. Мышей иммунизировали в 0 и 14 

день. Сбор крови, спленоцитов и заражение осуществляли на 39 день (25 день после 2 дозы). Легкие го-

могенизировали для титрования РСВ через 4 дня после заражения. 

Титры антиген-специфичных IgG-антител определяли в отдельных образцах сыворотки в ELISA. 



023054 

- 32 - 

Коротко, 96-луночные планшеты покрывали очищенным инактивированным РСВ А и инкубировали в 

течение ночи при 4°С. Образцы сыворотки серийно разбавляли в блокирующем буфере, начиная с разве-

дения 1:200, вместе с очищенным IgG мыши (Sigma, ON) в начальной концентрации 200 нг/мл и инкуби-

ровали в течение 2 ч при 37°С. Связанное антитело выявляли, используя конъюгированное с пероксида-

зой хрена (HRP) антитело против IgG мыши (Sigma, ON). 3,3А,5,5А-тетраметилбензидин (ТМВ, BD Opt 

EIATM, BD Biosciences, ON) использовали в качестве субстрата для HRP. 50 мкл 1 М H2SO4 добавляли в 

каждую лунку, чтобы остановить реакцию. Значения оптической плотности для каждой лунки регистри-

ровали при 450 нм, используя считывающее устройство для микропланшетов Molecular Devices (Molecu-

lar Devices, USA). Результаты показаны на фиг. 8. Концентрацию IgG против РСВ примерно 250000 

нг/мл наблюдали в сыворотке мышей, иммунизированных preF в сочетании с AS03A, AS03B или AS03C, 

при этом очень низкую концентрацию (1828 нг/мл) наблюдали в сыворотке мышей, иммунизированных 

одним preF. 

Объединенные сыворотки от иммунизированных животных серийно разбавляли, начиная с исход-

ного разведения 1:8 в среде для РСВ в 96-луночных планшетах (20 мкл/лунку). Контрольные лунки со-

держали только среду для РСВ или антитело козы против РСВ в разведении 1:50 (Biodesign international). 

Добавляли штамм РСВ Long, планшеты инкубировали в течение 20 мин при 33°С и смесь переносили в 

96-луночные планшеты с плоским дном, предварительно засеянные клетками Vera в концентрации 1×10
5 

клеток/мл. После 5-6 дней инкубации при такой же температуре надосадки удаляли; планшеты промыва-

ли PBS и прикрепленные клетки фиксировали 1% параформальдегидом в PBS в течение 1 ч с последую-

щей непрямой иммунофлуоресценцией (IFA). На фиг. 9 показано, что независимо от количества AS03, 

вводимого в сочетании с preF, титры нейтрализующих РСВ антител сохранялись одинаковыми (~11 

log2), тогда как титры нейтрализующих РСВ антител у мышей, иммунизированных без AS03, были зна-

чимо ниже (~6 log2). 

Легкие от иммунизированных животных асептически извлекали после эвтаназии и промывали в 

среде для РСВ, используя 2 об. по 10 мл/легкое в пробирках объемом 15 мл. Затем легкие взвешивали и 

гомогенизировали по отдельности в среде для РСВ, используя автоматизированный гомогенизатор Пот-

тера (Fisher, Nepean ON), и центрифугировали при 2655×g в течение 2 мин при 4°С. Титровали вирус, 

присутствующий в надосадках. Коротко, гомогенаты легких серийно разбавляли в восьми повторах, на-

чиная с 1:10, на предварительно посеянном монослое клеток Vero (ATCC № CCL-81) в 96-луночных 

планшетах и инкубировали в течение 5-6 дней. РСВ регистрировали с помощью непрямой IFA. Фиг. 10 

иллюстрирует результаты, показывающие, что не наблюдалось различий в защите между мышами, им-

мунизированными preF в сочетании с AS03A, AS03B или AS03C, тогда как более слабую защиту наблю-

дали у мышей, иммунизированных без AS03. 

Полученные результаты показывают, что антиген PreF может быть приготовлен с использованием 

широкого диапазона концентраций адъюванта для получения композиции, которая вызывает иммунный 

ответ против РСВ. 
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ФОРМУЛА ИЗОБРЕТЕНИЯ 

1. Рекомбинантный антиген респираторно-синцитиального вируса (РСВ), содержащий полипептид 

F-белка РСВ без трасмембранного домена, содержащий по меньшей мере часть полипептида F-белка 

РСВ, соответствующую аминокислотам 26-105 эталонного предшественника полипептида F-белка (F0) с 

последовательностью SEQ ID NO:2, и по меньшей мере часть полипептида F-белка РСВ, соответствую-

щую аминокислотам 137-516 эталонного предшественника полипептида F-белка (F0) с последовательно-

стью SEQ ID NO:2, где полипептид F-белка содержит по меньшей мере одну модификацию, которая из-

меняет гликозилирование, причем модификация включает замену одной или нескольких аминокислот, 

находящихся и/или расположенных рядом с аминокислотой в положении, соответствующем положению 

500 последовательности SEQ ID NO:2, где рекомбинантный антиген RSV подходит для применения в 

вакцине. 

2. Рекомбинантный антиген РСВ по п.1, в котором модификация, изменяющая гликозилирование, 

включает замену одной или нескольких аминокислот, находящихся и/или расположенных рядом с ами-

нокислотой в положении, соответствующем положению 500 последовательности SEQ ID NO:2. 

3. Рекомбинантный антиген РСВ по п.1 или 2, в котором аминокислоты, соответствующие положе-

ниям 500-502 последовательности SEQ ID NO:2, выбраны из NGS, NKS, NGT, NKT. 

4. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-3, в котором модификация, которая изменяет 

гликозилирование, включает замену глутамином аминокислоты, соответствующей аминокислоте в по-

ложении 500 последовательности SEQ ID NO:2. 

5. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-4, в котором полипептид F-белка содержит ин-

тактный слитый пептид между доменом F2 и доменом F1. 

6. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-5, в котором по меньшей мере одна модифика-

ция включает добавление аминокислотной последовательности, содержащей гетерологичный домен 

тримеризации. 

7. Рекомбинантный антиген РСВ по п.6, в котором гетерологичный домен тримеризации располо-

жен на С-конце домена F1. 

8. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-7, содержащий домен F2 и домен F1 без сайта 

расщепления фурином между ними. 

9. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-8, в котором антиген РСВ собирается в муль-

тимер. 

10. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-9, в котором антиген РСВ собирается в три-

мер. 

11. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-10, в котором домен F2 содержит полипептид 

F-белка РСВ, соответствующий аминокислотам 26-105, и/или в котором домен F1 содержит полипептид 

F-белка РСВ, соответствующий аминокислотам 137-516 эталонного полипептида предшественника F-

белка (F0) последовательности SEQ ID NO:2. 

12. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-11, в котором антиген РСВ выбран из группы, 

состоящей из: 

a) полипептида, содержащего последовательность SEQ ID NO:22; 

b) полипептида, кодируемого последовательностью SEQ ID NO:21 или полинуклеотидной последо-

вательностью, которая гибридизуется в жестких условиях, по существу, по всей длине с последователь-

ностью SEQ ID NO:21; 

c) полипептида, последовательность которого по меньшей мере на 95% идентична последователь-
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ности SEQ ID NO:22. 

13. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-12, в котором домен F2 содержит аминокис-

лоты 1-105 полипептида F-белка РСВ. 

14. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-13, в котором домен F2 и домен F1 располо-

жены вместе с интактным слитым пептидом и не имеют промежуточного домена рер27. 

15. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-14, в котором гетерологичный домен триме-

ризации содержит суперспирализованный домен. 

16. Рекомбинантный антиген РСВ по п.15, в котором домен мультимеризации содержит изолейци-

новую молнию. 

17. Рекомбинантный антиген РСВ по п.16, в котором домен изолейциновой молнии содержит ами-

нокислотную последовательность SEQ ID NO:11. 

18. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-17, в котором антиген РСВ содержит по 

меньшей мере одну замену или добавление гидрофильной аминокислоты в гидрофобном домене внекле-

точного домена F-белка. 

19. Рекомбинантный антиген РСВ по п.18, в котором гидрофобным доменом является суперспира-

лизованный домен HRB внеклеточного домена F-белка. 

20. Рекомбинантный антиген РСВ по п.19, в котором суперспирализованный домен HRB содержит 

замену на заряженный остаток вместо нейтрального остатка в положении, соответствующем аминокис-

лоте 512 эталонного предшественника F-белка (F0) последовательности SEQ ID NO:2. 

21. Антиген РСВ по п.20, в котором суперспирализованный домен HRB содержит замену лейцина 

на лизин или глутамин в положении, соответствующем аминокислоте 512 эталонного предшественника 

F-белка (F0) последовательности SEQ ID NO:2. 

22. Рекомбинантный антиген РСВ по п.18, в котором гидрофобным доменом является домен HRA 

внеклеточного домена F-белка. 

23. Рекомбинантный антиген РСВ по п.22, в котором домен HRA содержит добавление заряженного 

остатка после положения, соответствующего аминокислоте 105 эталонного предшественника F-белка 

(F0) последовательности SEQ ID NO:2. 

24. Рекомбинантный антиген РСВ по п.23, в котором домен HRA содержит добавление лизина по-

сле положения, соответствующего аминокислоте 105 эталонного предшественника F-белка (F0) последо-

вательности SEQ ID NO:2. 

25. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.18-24, в котором антиген РСВ содержит, по 

меньшей мере, первую замену или добавление гидрофильной аминокислоты в домене HRA и, по мень-

шей мере, вторую замену или добавление гидрофильной аминокислоты в домене HRB внеклеточного 

домена F-белка. 

26. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-25, в котором антиген РСВ содержит по 

меньшей мере одно добавление, делецию или замену аминокислоты, что исключает сайт расщепления 

фурином, присутствующий в природном предшественнике F-белка (F0). 

27. Рекомбинантный антиген РСВ по п.26, в котором антиген РСВ содержит добавление, делецию 

или замену аминокислоты, что исключает сайт расщепления фурином в положении, соответствующем 

аминокислотам 105-109, в положении, соответствующем аминокислотам 133-136, или в обоих положе-

ниях, соответствующих аминокислотам 105-109 и 133-136 эталонного предшественника F-белка (F0) по-

следовательности SEQ ID NO:2. 

28. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-27, в котором полипептидные последователь-

ности доменов F1 и F2 соответствуют штамму A Long РСВ. 

29. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-28, в котором антиген РСВ содержит мульти-

мер полипептидов. 

30. Рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-28, в котором антиген РСВ содержит тример 

полипептидов. 

31. Иммуногенная композиция, содержащая рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-30 и 

фармацевтически приемлемый носитель или эксципиент. 

32. Иммуногенная композиция по п.31, дополнительно содержащая адъювант. 

33. Иммуногенная композиция по п.32, в которой адъювант содержит по меньшей мере один из 

следующих: 3D-MPL, QS21, эмульсию типа масло-в-воде и квасцы. 

34. Иммуногенная композиция по п.33, в которой адъювант содержит эмульсию типа масло-в-воде. 

35. Иммуногенная композиция по п.33 или 34, в которой эмульсия типа масло-в-воде содержит то-

кол. 

36. Иммуногенная композиция по любому из пп.33-35, в которой эмульсия типа масло-в-воде со-

держит менее 5 мг сквалена на дозу для человека. 

37. Иммуногенная композиция по любому из пп.32-36, в которой адъювант подходит для введения 

новорожденному. 

38. Иммуногенная композиция по любому из пп.31-37, в которой если иммуногенная композиция 

содержит рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-30, то иммуногенная композиция дополни-
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тельно содержит полипептид G-белка, содержащий аминокислотную последовательность, соответст-

вующую положениям аминокислот 149-229 полипептида G-белка РСВ. 

39. Иммуногенная композиция по любому из пп.31-38, дополнительно содержащая по меньшей ме-

ре один дополнительный антиген другого патогенного организма, отличного от РСВ. 

40. Рекомбинантная нуклеиновая кислота, содержащая полинуклеотидную последовательность, ко-

торая кодирует рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-30. 

41. Рекомбинантная нуклеиновая кислота по п.40, в которой полинуклеотидная последовательность, 

кодирующая антиген РСВ, оптимизирована по кодонам для экспрессии в выбранной клетке-хозяине. 

42. Рекомбинантная нуклеиновая кислота по п.40 или 41, в которой указанная полинуклеотидная 

последовательность выбрана из: 

a) полинуклеотидной последовательности, содержащей последовательность SEQ ID NO:21; 

b) полинуклеотидной последовательности, которая кодирует последовательность SEQ ID NO:22; 

c) полинуклеотидной последовательности, которая гибридизуется в жестких условиях, по существу, 

на протяжении всей длины с последовательностью SEQ ID NO:21; 

d) полинуклеотидной последовательности, последовательность которой по меньшей мере на 95% 

идентична последовательности SEQ ID NO:21, где полинуклеотидная последовательность не соответст-

вует природному штамму РСВ. 

43. Вектор, содержащий рекомбинантную нуклеиновую кислоту по любому из пп.40-42. 

44. Клетка-хозяин, содержащая нуклеиновую кислоту по п.40 или 41 или вектор по п.43. 

45. Применение антигена РСВ по любому из пп.1-30 для получения лекарственного средства для 

лечения РСВ-инфекции. 

46. Применение по п.45, где лекарственное средство вводят для целей профилактики или лечения 

РСВ-инфекции. 

47. Способ индукции иммунного ответа против респираторно-синцитиального вируса, включающий 

введение пациенту композиции, содержащей рекомбинантный антиген РСВ по любому из пп.1-30, или 

иммуногенной композиции по любому из пп.31-39. 

48. Способ по п.47, в котором введение композиции, содержащей антиген РСВ, вызывает иммун-

ный ответ, специфичный для РСВ, не усиливая вирусное заболевание после контакта с РСВ. 

49. Способ по п.47 или 48, в котором иммунный ответ включает защитный иммунный ответ, кото-

рый ослабляет или предотвращает инфекцию РСВ и/или уменьшает или предотвращает патологический 

ответ после инфекции РСВ. 

50. Способ по любому из пп.47-49, в котором пациентом является человек. 

51. Способ получения рекомбинантного антигена РСВ с измененной картиной гликозилирования, 

включающий 

экспрессию нуклеиновой кислоты по любому из пп.40-42 в клетке-хозяине и 

выделение экспрессированного при этом рекомбинантного антигена РСВ. 

52. Способ повышения экспрессии полипептида слитого белка РСВ, включающий экспрессию в 

клетке-хозяине нуклеиновой кислоты, кодирующей полипептид слитого белка РСВ, содержащий по 

меньшей мере одну мутацию, которая приводит к добавлению, делеции или замене аминокислоты, где 

добавление, делеция или замена аминокислоты изменяет сайт гликозилирования кодируемого полипеп-

тида слитого белка РСВ по сравнению с природным слитым белком РСВ, при этом изменение сайта гли-

козилирования повышает экспрессию полипептида слитого белка РСВ по сравнению со слитым белком 

РСВ без добавления, делеции или замены аминокислоты. 

53. Способ по п.52, в котором нуклеиновая кислота, кодирующая полипептид слитого белка РСВ, 

дополнительно содержит добавочную мутацию, которая приводит к добавлению, делеции или замене 

аминокислоты, которая исключает сайт расщепления пептидазой в кодируемом полипептиде слитого 

белка РСВ. 

54. Способ по п.52 или 53, в котором полипептидом слитого белка РСВ является рекомбинантный 

полипептид белка слияния, стабилизированный в конформации, имеющейся до слияния. 
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